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1 Einleitung 
 
1.1 ANCA-assoziierte Glomerulonephritis 
 
1.1.1 Einleitung und Klassifikation  
 
Die ANCA-assoziierte Glomerulonephritis, die ich im Rahmen meiner Dissertation 
untersuchte, stellt kein eigenständiges, klar von anderen Erkrankungen abgrenzbares 
Krankheitsbild dar. Vielmehr handelt es sich um eine Form der Glomerulonephritis, die 
im Zusammenhang mit verschiedenen systemischen Vaskulitiden, jedoch auch davon 
unabhängig, auftreten kann. Histopathologisch führt die ANCA-assoziierte GN zu einer 
rapid-progressiven Glomerulonephritis (engl. rapidly progressive glomerulonephritis, 
RPGN), die in der englischen Literatur aufgrund der histologischen Veränderungen im 
renalen Glomerulus auch häufig als crescentic glomerulonephritis (engl. bogenförmig, 
halbmondförmig) oder auch als necrotizing crescentic glomerulonephritis (NCGN) be-
zeichnet wird.  
Rapid-progressive Glomerulonephritis (RPGN) 
Die RPGN ist die Beschreibung einer schweren morphologischen Schädigung des 
Glomerulus, die im Zuge vieler verschiedener Krankheiten auftreten kann. Ursächlich 
steht die Ruptur einer glomerulären Kapillare im Vordergrund. Diese führt zur 
Ausschüttung von humoralen und zellulären Entzündungsmediatoren in die Bowman-
kapsel, was wiederum in einer Proliferation von Epithelzellen und Fibroblasten sowie 
einer Invasion von Monozyten und Makrophagen resultiert und somit zu der Bildung 
des histologisch sichtbaren Halbmondes (engl.: crescent) führt (Couser, 1988; Jennette 
and Falk, 1998).  
Abbildung 1 zeigt das typische Erscheinungsbild eines betroffen Glomerulus verglichen 
mit einer physiologischen Aufnahme. 
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Abb. 1: Histologischer Vergleich eines physiologischen Glomerulus (a, PAS-Färbung) und eines 
bogenförmig veränderten (crescentic) Glomerulus (b, HE-Färbung) im Rahmen einer RPGN (die 
beiden schwarzen Pfeile grenzen den halbmondförmigen crescent ein; Quelle: a Fig.1 aus (Ramidi 
et al., 2011), b Fig. 2 aus (Lote et al., 2013)). 
 
Anhand von immunpathologischen Befunden lässt sich die rapid-progressive Glomeru-
lonephritis in drei verschiedene Untergruppen einteilen. Man unterscheidet zwischen 
einer anti-GBM-Antikörper Glomerulonephritis (GN), einer Immunkomplex GN und der 
pauci-Immunkomplex GN. Letztere ist in der Mehrzahl der Fälle mit zirkulierenden 
Anti-Neutrophilen cytoplasmatischen Antikörpern (ANCA) assoziiert und wird daher oft 
als ANCA-assoziierte Glomerulonephritis bezeichnet (Couser, 1988; Jennette and 
Thomas, 2001).  
Die ANCA-assoziierte Glomerulonephritis, die im Mittelpunkt dieser Dissertation steht, 
tritt in den meisten Fällen, in Kombination mit anderen organspezifischen Begleit-
erscheinungen, im Rahmen von systemischen Kleingefäßvaskulitiden (engl.: small 
vessel vasculitis, SVV) auf. In manchen Fällen präsentiert sie sich jedoch auch als 
isolierte renale Erkrankung und wird dann als idiopatische ANCA Glomerulonephritis 
(engl.: renal limited disease) bezeichnet (Jennette and Falk, 1998; Jennette and 
Thomas, 2001; Jennette et al., 1994).  
Die drei systemischen SVV, die mit einer ANCA-assoziierten GN einhergehen, wurden 
1994 in der so genannten Chapel Hill Nomenklatur (Jennette et al., 1994) klassifiziert. 
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Man unterscheidet die Wegener Granulomatose1 (WG), die Mikroskopische Poly-
angiitis (MPA) sowie das Churg Strauss-Syndrom (CSS) (Falk and Jennette, 2010; 
Jennette et al., 1994). Bei der Mikroskopischen Polyangiitis liegt eine nekrotisierende 
Vaskulitis der kleinen Gefäße (Kapillaren, Venolen, Arteriolen) vor, die sich ohne das 
Auftreten von Asthma oder der Bildung von Granulomen und mit keiner bzw. einer 
minimalen Ablagerung von Immunkomplexen präsentiert. Sehr häufig kommt es zu der 
beschriebenen nekrotisierenden Glomerulonephritis. Zudem lässt sich oftmals eine 
nekrotisierende Arteriitis der mittelgroßen Arterien sowie eine pulmonale Kapillaritis 
finden (Falk and Jennette, 2010; Jennette et al., 1994). Die Wegener Granulomatose ist 
von einer nekrotisierenden granulomatösen Entzündung mit Beteiligung des 
Atemtraktes und MPA-ähnlichen Läsionen geprägt. Es liegen weder Asthma noch eine 
Bluteosinophilie vor. Das Churg Strauss-Syndrom gleicht in seinem Ausprägungsmuster 
sehr der Wegener Granulomatose, präsentiert sich jedoch mit Asthma und einer 
Eosinophilie des Blutes (Falk and Jennette, 2010). 
 
1.1.2 Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikörper 
 
Die Anti-Neutrophilen cytoplasmatischen Antikörper, die in Patienten mit ANCA-
assoziierter GN nachzuweisen sind, weisen eine Spezifität gegen die Myeloperoxidase 
(MPO) oder die Proteinase 3 (PR3) auf, die sich in den primären, oder auch azurophilen 
Granula von neutrophilen Granulozyten sowie Peroxidase-positiven Lysosomen von 
Monozyten befinden (Jennette and Falk, 1998). Die Myeloperoxidase ist ein 140 kDa 
schweres Enzym, welches die Reaktion von Wasserstoffperoxid und Chloridionen zu 
Wasser und Hypochloridionen katalysiert. Die entstehende hypochlorige Säure ist ein 
hochpotenter antimikrobieller Wirkstoff (Radice and Sinico, 2005). Zudem wird 
vermutet, dass die Myeloperoxidase an der oxidativen Modifikation von LDL beteiligt 
ist und somit eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Artherosklerose spielt 
                                                     
1
 Aufgrund der kürzlich bekannt gewordenen nationalsozialistischen Vergangenheit des Namensgeber 
Dr. F. Wegener, der im Jahre 1936 die Krankheit erstmalig beschrieb, wird zunehmend von dem Namen 
Wegener Granulomatose Abstand genommen (Feder, 2008). Die Fachgesellschaften American College of 
Rheumatology und American Society of Nephrology empfehlen die Verwendung der Bezeichnung 
Granulomatose mit Polyangiitis (engl. granulomatosis with polyangiitis) (Falk et al., 2011). Aus Gründen 
der Verständlichkeit und einer besseren Übereinstimmung mit der relevanten Literatur wird die 
Erkrankung in dieser Dissertation jedoch weiterhin als Wegener Granulomose beschrieben. 
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(Klebanoff, 2005). Die Proteinase 3 ist eine 29-30 kDa schwere Serin-Protease, die in 
einem inflammatorischen Milieu primär von neutrophilen Granulozyten sekretiert wird 
und in der Lage ist Kollagen, Proteoglykane und anderes Bindegewebe zu degradieren 
(Wieslander and Wiik, 1994). Des Weiteren besitzt die PR 3 ebenfalls eine nicht 
proteolytische antimikrobielle Funktion gegen Bakterien und Pilze (Gabay et al., 1989).  
Die zuvor beschriebenen systemischen Kleingefäßvaskulitiden (SSV) sind jeweils durch 
ein recht spezifisches ANCA-Profil charakterisiert. Während die Wegener Granulo-
matose primär durch das Auftreten von PR3-ANCA gekennzeichnet ist, finden sich im 
Rahmen der mikroskopischen Polyangiitis vorwiegend MPO-ANCAs. Der jeweils andere 
Antikörpertyp ist in einem geringen Umfang nachweisbar. Das Churg-Strauss-Syndrom 
und die idiopathische crecentic Glomerulonephritis weisen ebenfalls überwiegend 
MPO-ANCAs auf (Falk and Jennette, 2010; Kallenberg, 2011). 
ANCAs können aufgrund der zellulären Lokalisation ihres Antigens weiterhin in 
verschiedene Untergruppen eingeteilt werden. Mithilfe des indirekten Immunfluores-
zenztests von ethanolfixierten Neutrophilen lässt sich ein cytoplasmatisches Färbungs-
muster (c-ANCA) von einem perinuklearen Färbungsmuster (p-ANCA) unterscheiden 
(Radice and Sinico, 2005). Das cytoplasmatische Färbungsmuster ist stark mit 
Antikörpern gegen die PR3 assoziiert (Jennette et al., 1990). Das perinukleare 
Färbungsmuster lässt sich hingegen hauptsächlich mit den Antikörpern, die gegen die 
Myeloperoxidase gerichtet sind, in Verbindung bringen (Falk and Jennette, 1988).  
 
1.1.3 Epidemiologie  
 
Die Datenlage bezüglich des epidemiologischen Auftretens der ANCA-assoziierten Glo-
merulonephritis ist sehr dürftig und bedarf weiterer Studien. Braun et al. fanden in 
ihrer fünfjährigen Arbeit im Zeitraum von 2003 bis 2008 in Norddeutschland eine 
Inzidenz von 5,4 Fällen pro 1 Million Einwohner pro Jahr (Braun et al., 2011). In Groß-
britannien lag die die Inzidenz von 1986-1996 bei durchschnittlich 3,9 Patienten pro 
1.000.000 Einwohner pro Jahr (Hedger et al., 2000). Dabei war ein stetiger Anstieg der 
Inzidenz mit zunehmendem Alter zu verzeichnen. Covic et al. beobachteten eine Auf-
tretenswahrscheinlichkeit von 3,3 Fällen pro eine Million Einwohner pro Jahr (Covic et 
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al., 2006). Die Krankheitsinzidenz ist zwischen den Geschlechtern weitestgehend 
ausgeglichen. Einige Autoren berichten von einer minimal höheren Auftretens-
wahrscheinlichkeit bei Männern (Harper and Savage, 2005; Pettersson et al., 1995). 
 
1.1.4 Pathogenese 
 
Die Pathogenese der ANCA-assoziierten Glomerulonephritis sowie die Pathogenese 
anderer ANCA-assoziierter Vaskulitiden (AAV) spiegeln ein multimodales Entstehungs-
konzept wider, welches sich aus mehreren, zum Teil noch nicht ausreichend erfor-
schten, Komponenten zusammensetzt.  
Die eigentliche Ursache für das Auftreten der Anti-Neutrophilen cytoplasmatischen 
Antikörper ist noch nicht vollkommen verstanden. Da es sich sowohl bei der 
Myeloperoxidase als auch der Proteinase 3 um endogene, körpereigene Proteine 
handelt, erklärt sich die Bildung von Autoantikörpern über den Verlust der Selbst-
toleranz. In den letzten Jahren ist die Theorie der Autoantigenkomplementarität 
entstanden (Pendergraft et al., 2004). Die These der Autoantigenkomplementarität 
postuliert, dass ein Protein, welches komplementär (antisense) zu dem eigentlich 
Autoantigen (sense) ist, zu einer Immunreaktion führt und es zu einer Kreuzreaktion 
der entstehenden anti-antisense Antikörper mit dem Autoantigen kommt (Pendergraft 
et al., 2004). Die Herkunft des komplementären Antigens könnte entweder in Form 
einer abweichenden komplementären Transkription endogener Natur sein oder als ein 
komplementäres Antisenseprotein, das gegen die antimikrobielle Eigenschaften von 
MPO und PR3 gerichtet ist, durch ein Pathogen in den Organismus eingebacht worden 
sein (Falk and Jennette, 2010). Weiterhin scheinen dendritische Zellen (DC), die über 
die Aufnahme von nekrotischen und apoptotischen Neutrophilen mit dem MPO-
Antigen in Kontakt kommen, durch einen inflammatorischen Stimulus zur Ausreifung 
angeregt zu werden. Die reifen DC sind anschließend besser in der Lage B-Zellen zur AK 
Produktion zu stimulieren und es kommt zu einem Versagen der peripheren Toleranz 
(Clayton et al., 2003).  
 
Einleitung 
 
6 
 
Pathogene Rolle  Anti-Neutrophiler cytoplasmatischer Antikörper 
Die Assoziation von Anti-Neutophilen cytoplasmatischen Antikörpern mit der ANCA-
assoziierten Glomerulonephritis und den systemischen Vaskulitiden ist ausgiebig be-
schrieben worden (Falk and Jennette, 1988; Jennette and Falk, 1997; van der Woude et 
al., 1985). Es stellt sich allerdings die Frage, ob ANCAs wirklich eine pathogene Rolle 
spielen und direkt an der Krankheitsentstehung beteiligt sind, oder ob sie vielmehr als 
eine im Rahmen der Krankheit auftretende Begleiterscheinung anzusehen sind. 
Viele klinische Beobachtungen stellen eine wichtige Rolle von ANCAs in der Pathophy-
siologie der ANCA-assoziierten Vaskulitiden als sehr wahrscheinlich dar. Ein Fallbericht 
aus dem Jahr 2004 beschreibt die diaplazentare Übertragung von anti-MPO-Antikör-
pern, die bei dem Neugeborenen sekundär zu einer Mikroskopischen Polyangiitis mit 
pulmonalen Hämorrhagien und einer renalen Schädigung führten (Bansal and Tobin, 
2004). Das Kind präsentierte sich am zweiten Lebenstag mit erhöhten anti-MPO-Titern 
und konnte durch Glucocortikoide und eine Plasmapheresetherapie vollständig geheilt 
werden.  
Eine weitere klinische Beobachtung, die für die Pathogenität von ANCAs spricht, ist die 
positive Korrelation von ANCA-Titern im Serum und der Rückfallrate von Patienten. 
Zwei Studien konnten in Patienten mit Wegener Granulomatose zeigen, dass ein 
Rückfall nach primärer Krankheitsremission mit einem signifikanten Anstieg der ANCA-
Titer im Serum einhergeht (Boomsma et al., 2000; Tervaert et al., 1989). Der 
Serumtiter von c-ANCAs und anti-PR3 Antikörpern in Bezug auf die Therapie der 
aktiven SVV korreliert zudem positiv mit dem generellen Risiko eines Rückfalls im 
weiteren Krankheitsverlauf (Sanders et al., 2006).  
Auch der neuartige erfolgreiche Therapieansatz mit Rituximab in der Behandlung von 
ANCA-assoziierten Vaskulitiden legt eine Beteiligung von Anti-Neutrophilen 
cytoplasmatischen Antikörpern in der Pathogenese nahe. Rituximab ist ein chimärer, 
monoklonaler Antikörper, der gegen das Oberflächenprotein CD20, welches primär auf 
B-Zellen exprimiert wird, gerichtet ist. B-Zellen werden somit zerstört und die Bildung 
von Antikörpern (u.a. ANCAs) wird unterbrochen (Reff et al., 1994). Zwei Arbeits-
gruppen offenbarten kürzlich die Wirksamkeit von Rituximab in Patienten mit 
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schwerer SVV und untermauerten damit die Pathogenität von ANCAs (Jones et al., 
2010; Stone et al., 2010). 
Es gibt jedoch auch gegenteilige klinische Studien, die diesen Beobachtungen wider-
sprechen. Finkielman et al. untersuchten 156 Patienten mit Wegener Granulomatose 
im Hinblick auf die anti-PR3-Titer und die Krankheitsaktivität. Sie konnten keine Asso-
ziation von erhöhten ANCA-Titern und einem Rückfall feststellen. Auch eine kürzere 
Remissionsdauer korrelierte nicht mit einem niedrigen Titer an ANCA (Finkielman et 
al., 2007). 
Neben klinischen Studien trugen auch eine Vielzahl von experimentellen Untersuch-
ungen in vitro und in vivo zum Verständnis der pathophysiologischen Bedeutung von 
ANCAs bei. Bereits in den 1990-Jahren fanden Falk et al. in einem in vitro Experiment 
heraus, dass ANCAs in der Lage sind humane Granulozyten zum oxidativen Burst und 
zur Degranulation zu aktivieren (Falk et al., 1990b). Xiao et. al etablierten ein in vivo 
Mausmodell, in dem der passive Transfer von anti-MPO-Antikörpern in immunkompe-
tente Wildtypmäuse zur Induktion einer Glomerulonephritis führte. Auch die Adminis-
tration von Splenozyten aus Mpo-/- Mäusen, die zuvor mit MPO-immunisiert wurden,  
führten in Rag2-/- Mäusen zur Ausbildung einer schweren NCGN, die dem humanen 
Krankheitsbild ausgesprochen ähnlich ist (Huugen et al., 2005; Xiao et al., 2002, 2005). 
Ein vergleichbares Tiermodell in Ratten, bei dem humane anti-MPO-Antikörper durch 
eine Kreuzreaktion mit dem murinen MPO-reagieren und zu einer Krankheitsinduktion 
führen, unterstützt die pathogene Wirkung der anti-Neutrophilen cytoplasmatischen 
Antikörper (Little et al., 2005). 
Die aufgeführten klinischen und experimentellen Beobachtungen legen eine Betei-
ligung von ANCAs in der Pathogenese der ANCA-assoziierten Vaskulitiden nahe. 
Aufgrund von gegenteiligen Feststellungen, in denen ANCAs eher als eine Begleit-
erscheinung ohne pathophysiologischen Hintergrund angesehen werden, sind weitere 
Untersuchungen notwendig um die Pathogenität eindeutig zu belegen. 
Genetische und umweltbedingte Faktoren  
Auch genetische Komponenten sind im Rahmen der ANCA-assoziierten Glomerulo-
nephritis beschrieben worden. Wenngleich eine klassische monogenetische Kompo-
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nente als äußerst unwahrscheinlich anzusehen ist, und familiäre Häufungen von ANCA-
assoziierten Vaskulitiden sehr selten sind (Hay et al., 1991; Hull et al., 2000; Stoney et 
al., 1991), so lässt sich die Erkrankung jedoch mit verschieden Genpolymorphismen 
assoziieren (Lionaki et al., 2007). Neben Genen wie PTPN22 (Jagiello et al., 2005), die 
im Allgemeinen mit einer vermehrten Neigung zu Autoimmunkrankheiten korrelieren, 
findet sich in AAV Patienten häufig eine Heterogenie für das PI*Z Allel des α1-
Antitrypsin-Gens (Elzouki et al., 1994; Esnault et al., 1993). 
Neben genetischen Faktoren scheinen auch Umweltfaktoren in der Pathogenese der 
ANCA GN von Bedeutung zu sein. In epidemiologischen Studien konnte eine Exposition 
von Silikaten als begünstigender Faktor für die Ausprägung einer ANCA-SVV bestätigt 
werden (Hogan et al., 2001). Dauer und Grad der maximalen Silikatexposition können 
in Patienten mit einer ANCA Glomerulonephritis als primärer Risikofaktor angesehen 
werden (Hogan et al., 2007). Zudem stehen Medikamente wie das in der 
antithyroidalen Therapie eingesetzte Propylthiouracil im Verdacht eine ANCA-SVV 
auszulösen. Meistens handelt es sich dabei um anti-MPO-Antikörper geprägte SVV, 
was aufgrund der strukturellen Ähnlichkeiten der Myeloperoxidase und der TPO 
nachvollziehbar ist (ten Holder et al., 2002).  
In letzter Zeit häufen sich zudem Beobachtungen, die eine mikrobiell-infektiöse 
Komponente in der Entstehung von AAV nahe legen. Für diese These spricht zum 
einen, dass die Mehrzahl von Patienten vor Manifestation der AAV von einer 
grippeähnlichen Symptomatik berichten (Jennette and Falk, 1998). Des Weiteren 
weisen chronische, nasale Träger von Staphylococcus aureus eine erhöhte Rückfallrate 
nach erstmaliger Remission der AAV auf (Stegeman et al., 1994). Die präventive 
antimikrobielle Therapie reduziert zudem das Risiko eines Krankheitsrückfalles 
(Kallenberg et al., 1996; Stegeman et al., 1996). Der genaue Mechanismus wie S. 
aureus die Pathogenese ANCA-assoziierter Vaskulitiden beeinflusst ist noch nicht 
hinreichend erforscht. Es wird vermutet, dass das Bakterium im Körper zur Ausschüt-
tung pro-inflammatorischer Cytokine führt, die wiederum in der Lage sind neutrophile 
Granulozyten für die Aktivierung durch ANCAs zu sensibilisieren (Popa et al., 2002). 
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Die heute geltende Vorstellung der eigentlichen Schädigung und Zerstörung von glo-
merulären Strukturen im Rahmen der ANCA-assoziierten GN ist zusammenfassend in 
Abbildung 2 dargestellt. 
Abb. 2: Pathogenese der ANCA-assoziierten Glomerulonephritis a Eine abweichend epigenetisch 
kontrollierte verstärkte Expression von MPO und PR3 führt zu einer gesteigerten Antigenkonzentra-
tion in neutrophilen Granulozyten b Beispielsweise durch eine Infektion verursacht, kommt es zu 
vermehrten Ausschüttung von proinflammatorischen Cytokinen (TNF-α, LPS, C5a) die an Cytokin-
rezeptoren der neutrophilen Granulozyten binden können c Die Bindung der Cytokine führt zum 
priming der Neutrophilen und es kommt zur Externalisierung des Antigens (MPO und PR3) an die 
Zelloberfläche d ANCAs können nun über Fab‘2- und Fc-Rezeptoren an die neutrophilen Granulo-
zyten binden und diese aktivieren. Die aktivierten Neutrophilen sind in der Lage die Amplifikations-
schleife des alternativen Komplementsystemwegs zu initiieren und sorgen somit für eine weitere 
chemotaktische Rekrutierung sowie für eine zusätzliche Aktivierung von neutrophilen Granulozyten 
e Destruktive Faktoren, die von aktivierten Neutrophilen ausgeschüttet und durch das Komple-
mentsystem generiert wurden, führen zu einer inflammatorischen Zerstörung des glomerulären 
Endothels (Quelle: Eigene Kreation mit Adobe Photoshop 5.1, verändert nach (Falk and Jennette, 
2010; Xiao et al., 2007)). 
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1.1.5 Klinische Präsentation  
 
Die klinische Präsentation von Patienten, die an einer ANCA-assoziierten Glomeru-
lonephritis leiden, ist je nach Stärke der Erkrankung sehr unterschiedlich ausgeprägt. 
Sie kann von einer schmerzlosen Hämaturie bis hin zu einer rapid progressiven Glome-
rulonephritis (RPGN) reichen (Lionaki et al., 2007). Beim Krankheitsbild der rapid 
progressiven GN kommt es zu einem raschen Verlust der renalen Funktion bei 
sonographisch normal großen Nieren (Renz-Polster and Krautzig, 2008). Die Patienten 
weisen oft ein blasses Hautkolorit, eine schwere Hypertonie sowie eine ausgeprägte 
Proteinurie auf. Die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und das CRP im Blutserum sind 
oftmals erhöht (Herold, 2011).  
Die häufigsten Laborbefunde sind ein erhöhtes Serumkreatinin, ein Urinsediment mit 
dysmorpher Erythrozyturie und eine Proteinurie (Lionaki et al., 2007). Neben den 
nierenspezifischen Symptomen kommt es bei vielen Patienten weiterhin zu 
allgemeinen Krankheitszeichen wie subfebrilen Temperaturen, Myalgien, Müdigkeit, 
Gewichtsreduktion und Athralgien (Falk et al., 1990a; Jennette and Falk, 1997). Häufig 
wird von einer prodromalen grippeartigen Symptomatik vor der eigentlichen vaskulär 
renalen Manifestation berichtet, die verstärkt im Winter auftritt (Falk et al., 1990a; 
Savage et al., 1985). 
In den meisten Fällen präsentiert sich die ANCA-assoziierte Glomerulonephritis neben 
den renalen Manifestationen und der Allgemeinsymptomatik mit systemischen 
Anzeichen einer Kleingefäßvaskulitis (SVV). Woodworth et al. bestätigten, dass ca. 75 
% aller Patienten mit einer ANCA-assoziierten GN zusätzliche systemische Manifes-
tationen einer SVV bei Vorstellung oder im klinischen Verlauf aufwiesen (Woodworth 
et al., 1987). Die drei Hauptvertreter der SSVs, bei denen eine renale Beteiligung und 
weitere systemische Manifestationen auftreten, sind, wie bereits erwähnt, die 
Wegener Granulomatose (WG), die mikroskopische Polyangiitis (MPA) und das Churg-
Strauss-Syndrom (CSS). Bei einer Studienkollektiv von 350 Patienten mit einer ANCA 
positiven pauci-immun crescentic Glomerulonephritis wiesen 56 % eine MPA, 17 % ein 
WG und 25 % eine idiopathische GN auf (Hogan et al., 2005). 
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Die mikroskopische Polyangiitis äußert sich neben der renalen Manifestation vor allem 
durch muskuloskelettale Erscheinungen wie Athralgien und Myalgien, Haut-
veränderungen und einer pulmonalen Vaskulitis mit diffusen alveolären Hämorrhagien 
(Herold, 2011; Savage et al., 1985). Bei den Hautveränderungen stehen subkutane 
Knötchen und eine palpable Purpura vorwiegend der unteren Extremitäten im 
Vordergrund. Die renale Symptomatik findet sich in ca. 90 % der Krankheitsfälle 
(Lionaki et al., 2007)  
Bei der Wegener Granulomatose steht klinisch zunächst der obere Respirationstrakt im 
Mittelpunkt. Primär kommt es zu einer chronischen Rhino- und Sinusitis, Ulzerationen 
im Oropharynx und Lungenrundherde mit eventuellen Einschmelzungen (Herold, 2011; 
Renz-Polster and Krautzig, 2008). Die Beteiligung des oberen Respirationstraktes findet 
sich bei ca. 90 % der Patienten (Fauci et al., 1983). Häufig geht diese Phase der 
Erkrankung mit knorpelartigen Deformitäten und der Ausbildung einer Sattelnase 
einher (Lionaki et al., 2007; Renz-Polster and Krautzig, 2008). Im weiteren Verlauf 
kommt es zu einem vaskulitischen Generalisationsstadium, das mit alveolären 
Hämorrhagien und Hämoptoen sowie der rapid-progressiven Glomerulonephritis ein-
hergehen kann (Herold, 2011). Eine renale Beteiligung im Rahmen der Wegener 
Granulomatose tritt in ca. 70-80 % auf (Lionaki et al., 2007; Renz-Polster and Krautzig, 
2008) 
Patienten mit einem Churg-Strauss-Syndrom präsentieren sich häufig mit allergischem 
Asthma, flüchtigen Lungeninfiltraten sowie mit einer kardialen Beteiligung (Abril, 2011; 
Herold, 2011). Außerdem findet sich eine Eosinophilie im Blut und in den von der 
Krankheit befallenen Organen. Die renale Beteiligung beim CSS steht primär nicht im 
Vordergrund. Zeichen einer renalen Abnormalität sind in ca. 27 % der Patienten zu 
finden. Eine RPGN findet sich nur bei 14 % (Sinico et al., 2006). 
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1.1.6 Therapie und Prognose  
 
Das primäre Ziel in der Therapie der ANCA-assoziierten Glomerulonephritis ist eine 
Remission des Krankheitszustandes mit Stabilisierung oder Verbesserung der Nieren-
funktion. Diese kann anhand von verschiedenen Parametern wie dem Serumkreatinin, 
einer Verbesserung der Hämaturie oder einer Reduktion extrarenaler Manifestationen 
der systemischen Vaskulitis beurteilt werden (Nachman and Hogan, 1996). Der 
bisherige Goldstandard der ANCA-assoziierten Glomerulonephritistherapie ist eine 
Kombination von Corticosteroiden und Cyclophosphamid (Belmont, 2006; Falk et al., 
1990a; Fauci et al., 1983). 
Die Therapie beginnt mit der initialen Gabe von 7 mg/kg KG Methylprednisolon i.v. an 
drei aufeinanderfolgenden Tagen gefolgt von einer oralen Gabe von 1 mg/kg KG 
Prednison für weitere vier Wochen und einer sich anschließenden Reduktion des 
Prednisons über drei bis fünf Monate (Lionaki et al., 2007). Cyclophosphamid wird 
entweder monatlich mit einer Dosis von 0.5 g/m2 (gefolgt von einer Steigerung auf bis 
zu 1 g/m2) intravenös oder täglich mit einer Dosis von initial 2 mg/kg KG oral über 
einen Zeitraum von sechs bis zwölf Monaten verabreicht. Die Therapiedosis wird 
kontinuierlich an die Leukozytenzahl des Patienten angeglichen (Falk et al., 1990a). Im 
Hinblick auf das Erreichen einer Remission besteht kein Unterschied zwischen der 
intravenösen und oralen Cyclophosphamidgabe. Die kumulative Medikamentendosis 
ist in der intravenösen Therapieform jedoch geringer und somit weniger toxisch (Falk 
et al., 1990a; Groot and Harper, 2009).  
Bei besonders schweren Verlaufsformen der ANCA-assoziierten GN kann zusätzlich zur 
beschriebenen Therapie auf eine Plasmapherese zurückgegriffen werden. Hierbei 
handelt es sich um ein therapeutisches Verfahren, bei dem die pathogenen Antikörper 
aus dem Blutplasma herausgefiltert werden und der Patient somit vor schweren 
Organschädigungen bewahrt wird. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass  
Patienten, die sich initial mit einem Serumkreatininwert von > 500 µmol/L (entspricht 
einem Wert von > 5,66 mg/dL) präsentieren, von einer zusätzlichen Plasmapherese-
therapie profitieren (de Lind van Wijngaarden et al., 2006; Pusey et al., 1991). Auch bei 
Patienten, die im Rahmen ihrer Vaskulitis eine pulmonale Hämorrhagie aufweisen, 
verbessert die Therapieerweiterung mittels Plasmapherese die Prognose signifikant 
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(Klemmer et al., 2003). Somit lassen sich eine schwere renale Schädigung mit einem 
Serumkreatinin von > 500 µmol/L sowie eine pulmonale Hämorrhagie als Indikation für 
eine zusätzliche Plasmapheresetherapie zusammenfassen. 
In persistenten Fällen der ANCA-assoziierten GN, die nicht auf eine der Standard-
therapien ansprechen, können weitere medikamentöse Optionen zur Behandlung in 
Erwägung gezogen werden. Eine Pilotstudie zeigte, dass die Therapie mit 
Mycophenolat-Mofetil eine angemessene Therapiealternative in nicht lebensbedroh-
lichen Fällen von resistenten Vaskulitiden darstellt (Joy et al., 2005). Eine weitere 
Option bietet der Einsatz von Rituximab, einem monoklonalen Antikörper, der gegen 
CD20 gerichtet ist. Erste Studien konnten in ANCA-assoziierten SVV eine Ansprechrate 
von über 90 % nachweisen (Flossmann et al., 2006). Zwei prospektiv randomisierte 
Studien zeigten kürzlich, dass eine anti-CD20 Therapie mit Rituximab im Hinblick auf 
die Krankheitsremission zu vergleichbaren Ergebnissen wie die Kombination von 
Corticosteroiden und Cyclophosphamid führt (Jones et al., 2010; Stone et al., 2010). 
Das Nebenwirkungsprofil der Rituximabtherapie wies im Vergleich zur Standardt-
herapie sogar weniger Komplikationen auf. Da jedoch das Bedürfnis der individuellen 
Anpassung der Therapie aufgrund von Rückfällen und Infektionen noch sehr groß ist, 
ist diese Therapieoption noch als kritisch zu betrachten (Niles, 2011). 
Eine exakte Vorhersage der Prognose und des Krankheitsverlaufs von Patienten mit 
einer ANCA-assoziierten Glomerulonephritis ist ausgesprochen schwierig. Die Stan-
dardtherapie mit Glucocorticoiden und Cyclophosphamid führt bei ca. 85 % der 
Patienten zu einer erfolgreichen Remission (Groot and Harper, 2009; Hogan et al., 
2005). In 11 % bis 57 % der Fälle kommt es im Krankheitsverlauf nach Remission zu 
einem Rückfall, der wiederum einer immunsuppressiven Therapie bedarf (Hogan et al., 
2005). Aufgrund der hohen Nebenwirkungsrate einer immunsuppressiven Therapie ist 
stets individuell abzuwägen, ob eine medikamentöse Erhaltungstherapie zur 
Prävention eines Rückfalls indiziert ist. Jayne et al. fanden heraus, dass der Austausch 
von Cyclophosphamid durch Azathioprin nach Remission zu keinem Anstieg der 
Rückfallraten führt und als eine schonungsvollere Therapieoption zu sehen ist (Jayne et 
al., 2003).  
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Es gibt verschiedene prognostische Marker, die mit einer höheren Mortalität bzw. 
einer erhöhten Rückfallrate assoziiert sind. Hogan et al. bewiesen, dass Patienten, die 
mit einer pulmonalen Hämorrhagie vorstellig wurden, ein fast neunfach erhöhtes 
relatives Sterberisiko aufwiesen (Hogan et al., 1996). Das Vorliegen von 
cytoplasmatischen ANCAs (c-ANCA) ist im Vergleich zu perinuklearen ANCAs (p-ANCA) 
mit einem knapp vierfach erhöhten Sterberisiko assoziiert (Hogan et al., 1996). Das 
weibliche Geschlecht, schwarze Hautfarbe und eine ausgeprägte Form der 
Nierenerkrankung sind assoziiert mit der Resistenz gegen einen initialen Versuch der 
Remissionseinleitung (Hogan et al., 2005). 
Trotz der effektiven Therapiebemühungen im Rahmen eine ANCA-assoziierten GN 
führt die Krankheit bei ca. einem Fünftel der Patienten zum terminalen Nierenversagen 
(ESRD) (Allen et al., 1998; Nachman and Hogan, 1996; Weidanz et al., 2007). Zudem 
greift die immunsuppressive Therapie nicht mit einem kausalen Ansatz an der 
Pathogenese der ANCA-assoziierten GN an, sondern versucht vielmehr durch eine 
Unterdrückung des Immunsystems die entstehenden Symptome zu mildern. Weiterhin 
weist die Therapie mit Corticosteroiden und Cyclophosphamid, vor allem bei 
längerfristiger Applikation, eine hohe Toxizität mit einem ausgeprägten Nebenwir-
kungsprofil auf.  
Diese Beobachtungen verdeutlichen den Bedarf weiterer Optionen in der Therapie der 
ANCA-assoziierten Glomerulonephritis. Auch wenn neuere Ansätze, wie beispielsweise 
die Depletion von B-Zellen mit Rituxumab, bereits spezifischere Angriffspunkte in der 
Pathogenese aufweisen, so bleibt die Notwendigkeit neuartiger Therapieoptionen 
weiterhin bestehen. In meiner Dissertation lege ich daher einen der Schwerpunkte auf 
die Rolle des Komplementsystems in der Pathogenese der ANCA Glomerulonephritis, 
um die Beteiligung dieses Systems besser verstehen zu können und mögliche neue 
Therapieoptionen in diesem Bereich voranzutreiben. 
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1.2 Komplementsystem 
 
Das aus verschiedenen Plasmaproteinen bestehende Komplementsystem stellt einen 
wichtigen Teil der angeborenen Immunabwehr im Hinblick auf die Abwehr diverser 
Pathogene dar. Bei vielen dieser Plasmaproteine handelt es sich um so genannte 
Zymogene. Zymogene sind Proteasen, die zu ihrer eigenen Aktivierung selbst einer 
proteolytischen Spaltung durch eine andere Protease bedürfen. Die Hauptaufgabe des 
Komplementsystems ist in drei verschiedene Komponenten zu unterteilen. Zum einen 
dient es der Rekrutierung von inflammatorischen und immunkompetenten Zellen. Des 
Weiteren sorgt es dafür, dass Pathogene opsonisiert werden und dadurch für die 
Phagozytose durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten zugänglich gemacht 
werden. Die dritte Aufgabe besteht darin, Pathogene auf direktem Wege abzutöten 
und somit unschädlich zu machen (Murphy et al., 2008). 
Es gibt drei verschiedene Wege, die zu einer Aktivierung des Komplementsystems 
führen. Den klassischen Aktivierungsweg, den Lectinweg und den alternativen Weg. Im 
klassischen Weg wird die Komplementkaskade durch die Bindung des Faktors C1q an 
das akute Phase Protein CRP, an Antigen-Antikörper-Komplexe oder durch die direkte 
Bindung von Oberflächenproteinen mancher Bakterien aktiviert. Zur Aktivierung des 
Lectinwegs bedarf es der Bindung eines Kohlenhydrat-bindenden Proteins (z.b. 
Mannose-bindendes Lectin, MBL) an einen der Kohlenhydratreste von Pathogenen. Im 
alternativen Aktivierungsweg bindet der, spontan im Blutplasma aktivierte, 
Komplementfaktor C3 direkt an die Oberfläche des Pathogens und aktiviert somit die 
Komplementkaskade.  
Alle drei Aktivierungswege resultieren letzten Endes in einer aktiven C3-Konvertase, 
die in der Lage ist den Komplementfaktor C3 proteolytisch in C3a und C3b zu spalten. 
Bindet ein C3b-Fragment an eine C3-Konvertase, so entsteht eine C5-Konvertase, die 
nun den Komplementfaktor C5 in seine aktiven Komponenten C5a und C5b spaltet. Als 
gemeinsame Endstrecke aller drei Aktivierungswege bildet sich auf Grundlage des 
entstandenen C5b Moleküls nun der Membranangriffskomplex (MAC, engl. membrane 
attack complex) auf der Zielzelle. Dies geschieht durch die nachfolgende Anlagerung 
der Komplementfaktoren C6, C7 und C8 an das C5b Fragment. Abschließend lagern 
sich 10-15 C9 Moleküle an den bestehenden Komplex an und bilden eine zylindrische 
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Pore durch die Membran der Zelle. Es resultiert eine osmotische Imbalance, die zur 
Lyse der Zielzelle führen kann (Ehrnthaller et al., 2010).  
Das Komplementsystem ist nicht nur in der Bekämpfung von exogenen Krankheits-
erregern als Teil der angeborenen Immunabwehr von klinischer Relevanz, sondern 
spielt auch in der Pathogenese verschiedener Krankheitsbilder eine entscheidende 
Rolle. Bei der Entstehung einer systemischen Sepsis kommt es beispielsweise zu einer 
Aktivierung des Komplementsystem (Riedemann et al., 2003). Insbesondere die 
exzessive Bildung des Faktors C5a führt während einer Sepsis zur Paralyse des 
Immunsystems, zum Multiorganversagen und zur Apoptose von Thymozyten (Guo et 
al., 2000; Riedemann et al., 2002). Auch bei ischämischen oder traumatischen 
cerebralen Schädigungen findet sich im Tiermodell eine ausgeprägte Hochregulierung 
des Komplementsystems (Pasinetti et al., 1992; Schäfer et al., 2000). Schlaganfallpa-
tienten weisen häufig eine systemische Komplementaktivierung auf (Pedersen et al., 
2004). Auch bei kardiovaskulären Erkrankungen ist eine Beteiligung des Komplement-
systems nachweisbar (Langlois and Gawryl, 1988). Die präventive Depletion des 
Komplementsystems resultiert im Tiermodell in einer erheblichen Reduktion der 
Infarktgröße nach myokardialer Ischämie (Väkevä et al., 1994). Verschiedene 
Arbeitsgruppen zeigten kürzlich, dass es auch in der posttraumatischen Entzündungs-
reaktion zu einer gravierenden Aktivierung des Komplementsystems kommt (Flierl et 
al., 2008; Ganter et al., 2007). Des Weiteren sind in der Literatur Aktivierungen des 
Komplementsystems in Krankheiten wie der rheumatoiden Arthritis (Mizuno, 2006), 
dem SLE (Bao and Quigg, 2007), Asthma (Köhl and Wills-Karp, 2007), der Multiplen 
Sklerose (Rus et al., 2006) sowie neurodegenerativen Erkrankungen (Bonifati and 
Kishore, 2007) beschrieben worden. 
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1.3 ANCA-assoziierte GN und das Komplementsystem  
 
Eine Beteiligung des Komplementsystems in der Pathogenese der ANCA-assoziierten 
Glomerulonephritis wurde lange Zeit als sehr unwahrscheinlich angesehen. Gründe 
dafür lagen in den sehr marginalen Immunglobulin- und Komplementablagerungen, 
die in Gefäßen von AAV Patienten im Vergleich zu Patienten mit anti-GBM Nephritis 
oder Immunkomplexnephritis aufzufinden waren (Van Timmeren et al., 2009). Zudem 
ist bei Patienten, die an einer ANCA-assoziierten Vaskulitis leiden, keine Hypo-
komplementämie zu beobachten. 
Es erfolgte jedoch insofern ein Umdenken, als dass der vaskuläre Entzündungs-
mediator nicht notwendigerweise in hoher Konzentration in der Gefäßwand vorliegen 
muss und auch komplementassoziierte Erkrankungen wie beispielsweise die Purpura 
Henoch-Schönlein oder die anti-GBM Nephritis keine Hypokomplementämie aufweisen 
(Van Timmeren et al., 2009). 
In den 1970er Jahren wurden zum ersten Mal neutrophile Granulozyten, die in der 
Pathogenese der ANCA-assoziierten GN von entscheidender Bedeutung sind, mit der 
Aktivierung des Komplementsystems in Verbindung gebracht. Zwei Arbeitsgruppen 
konnten die Spaltung der Komplementfaktoren C3 und C5 durch Proteasen aus akti-
vierten humanen PMNs beweisen (Johnson et al., 1976; Venge and Olsson, 1975).  
In den 1990-Jahren zeigte Shingu et. al, dass Wasserstoffperoxid und Sauerstoff-
radikale, die durch aktivierte neutrophile Granulozyten produziert wurden, in der Lage 
sind das Komplementsystem zu aktivieren (Shingu et al., 1992). Vogt et al. postulierten 
die Aktivierung des Komplementfaktors C5 durch Produkte der Myeloperoxidase 
(MPO), die von aktivierten humanen PMN sezerniert worden waren (Vogt, 1996) . 
Xiao et al. brachten 2007 erstmalig in einem Tiermodell das Komplementsystem in 
Verbindung mit der ANCA-assoziierten Glomerulonephritis (Xiao et al., 2007). In 
C57BL6/J Mäusen wurde durch die Administration von 50 µg/g KG anti-MPO-
Antikörpern eine necrotizing crescentic glomerulonephritis (NCGN) induziert. Nach 
sechs Tagen erfolgte die Beurteilung der Krankheitsentwicklung anhand von Urinunter-
suchungen und der histologischen Beurteilung des Nierengewebes. Die Depletion des 
Komplementsystems mittels intraperitonealer Injektion von 30 µg Cobra Venom Factor 
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(CVF) vier Stunden vor Administration der anti-MPO-Antikörper hatte einen 
protektiven Effekt auf die Ausbildung einer NCGN. Die Depletion des Komplement-
systems verhinderte den Anstieg der Albuminkonzentration im Urin sowie die Leuko-
zyturie und Hämaturie, die in undepletierten Mäusen zu beobachten war. Die 
histologische Beurteilung der Niere zeigte, dass keine der, mit CVF vorbehandelten 
Mäuse, eine glomeruläre Nekrose oder eine crecent Formation aufwies. 
Weiterhin untersuchte die Arbeitsgruppe die Auswirkungen eines C5-Knockouts im 
Hinblick auf die Entstehung der anti-MPO-induzierten NCGN. In Abwesenheit des 
Komplementfaktors C5 war die Induktion der NCGN ebenfalls deutlich abgeschwächt 
(Xiao et al., 2007). Diese Beobachtung korreliert sehr gut mit den Ergebnissen der 
Arbeitsgruppe um Huugen et al., die im anti-MPO-Mausmodell zeigen konnten, dass 
durch die Blockierung des Faktors C5 mittels eines inhibierenden monoklonalen C5-
Antikörpers (BB5.1) die Krankheitsinduktion, im Hinblick auf pathologische Urinver-
änderungen und histologische Analysen der Glomeruli, ebenfalls auf ein basales Level 
reduziert wird (Huugen et al., 2007). 
Um die relative Rolle der drei Aktivierungswege des Komplementsystems zu beleuch-
ten, verglichen Xiao et al. die Induktion einer NCGN mittels des oben beschriebenen 
anti-MPO-Modells in C4- und Faktor B (fB) knockout Mäusen. Der Komplementfaktor 
C4 ist für die Aktivierung des klassischen Aktivierungswegs und des Lectinweges 
notwendig, wohingegen der Faktor B eine wichtige Rolle in der Initiierung des 
alternativen Aktivierungswegs spielt. Interessanterweise waren fB-/- Mäuse, nicht aber 
C4-/- Mäuse vor der Entstehung eines NCGN geschützt (Xiao et al., 2007). Dieses 
Ergebnis deutet darauf hin, dass primär der alternative Aktivierungsweg des 
Komplementsystems in der Pathogenese der ANCA-assoziierten Glomerulonephritis 
von Bedeutung ist. 
Schreiber et al. untersuchten die Rolle des Anaphylatoxins C5a und seines C5a-
Rezeptors (C5aR, CD88) in der Pathogenese der ANCA-assoziierten Glomerulonephritis 
(Schreiber et al., 2009).  
C5a entsteht durch die proteolytische Spaltung des Komplementfaktors C5 durch eine 
C5-Konvertase. Es stellt einen hochpotenten Peptid-Entzündungsmediator dar, der 
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unter anderem für eine Hochregulierung von Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen, 
eine Erhöhung der Gefäßpermeabilität, eine Aktivierung von Mastzellen und der 
Stimulation von Phagozyten verantwortlich ist. Der C5a-Rezeptor (CD88) ist ein 
heptahelikaler G-Protein gekoppelter Rezeptor, der neben Endothelzellen und 
Mastzellen auch im hohen Maße auf neutrophilen Granulozyten exprimiert wird 
(Gerard and Gerard, 1994).  
Um die Rolle des C5aR in der Krankheitsentstehung zu untersuchen verwendete die 
Arbeitsgruppe ein leicht abgewandeltes Model der ANCA-assoziierten GN. Mpo-/- 
Mäuse mit einem C57BL/6J Hintergrund wurden mit MPO-immunisiert und nach 40 
Tagen zur Knochenmarkdepression bestrahlt. Anschließend erfolgte die intravenöse 
und retroorbitale Injektion von Knochenmarkzellen, die entweder aus Wildtypmäusen 
oder C5ar-/- Mäusen gewonnen wurden. Acht Wochen nach Transplantation erfolgte 
die Beurteilung der Krankheitsinduktion anhand von Urin- und histologischen Unter-
suchungen. Alle Mäuse, die Knochenmarkzellen von Wildtypmäusen erhalten hatten, 
jedoch keine der Mäuse die  KM-Zellen von C5ar-/- Mäusen bekamen, wiesen nach acht 
Wochen eine Hämaturie und Proteinurie auf (Schreiber et al., 2009). Zudem rief die 
Injektion von Wildtyp-KM-Zellen in allen Fällen eine histologisch zu sichernde NCGN 
auf, wohingegen Mäuse in der C5ar-/- Gruppe nur minimale glomeruläre Abnorma-
litäten zeigten. (Schreiber et al., 2009). Diese Ergebnisse verdeutlichen die zentrale 
Rolle des Komplementsystems in der Pathogenese der ANCA-assoziierten Glomerulo-
nephritis und heben die Wichtigkeit der C5a-C5aR-Interaktion hervor. 
Das Komplementsystem ist auch im Hinblick auf die Aktivierung von neutrophilen 
Granulozyten von großer Bedeutung. Schreiber et al. fanden heraus, dass C3a und C5a 
konditioniertes Medium humane neutrophile Granulozyten für den anti-MPO-
induzierten oxidativen Burst primt (Schreiber et al., 2009; Xiao et al., 2007). In 
nachfolgenden Experimenten belegte die Arbeitsgruppe die erneut entscheidende 
Rolle von insbesondere C5a und seinem Rezeptor CD88 im Hinblick auf das Primen von 
neutrophilen Granulozyten (Schreiber et al., 2009). 
Neutrophile Granulozyten sind zudem eigenständig in der Lage das Komplementsys-
tem über den alternativen Initiierungsweg zu aktivieren. Humane Neutrophile, die mit 
ANCA stimuliert werden, führen zu einer Generierung von C3a und C5a (Schreiber et 
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al., 2009; Xiao et al., 2007). Die Stimulation neutrophiler Granulozyten mit TNF-α/fMLP 
oder PMA resultierte in einer gesteigerten C3 und C3d Ablagerung auf der 
Zelloberfläche (Camous et al., 2011). Dieser Effekt ist in C2-, nicht aber in Faktor B-
depletiertem Medium zu beobachten. Es konnte zudem gezeigt werden, dass 
Neutrophile nach oben beschriebener Stimulation den Faktor P (Properdin) 
sezernieren, der in der Lage ist den C3bBb-Komplex (C3-Konvertase des alternativen 
Aktivierungswegs) auf der Zelloberfläche zu stabilisieren und somit die Aktvierung des 
Komplementsystems zu verstärken (Camous et al., 2011). 
Zusammenfassend lässt sich in diesen Ergebnissen eine Amplifikationsschleife 
erkennen. Neutrophile Granulozyten aktivieren nach Stimulation das Komplementsys-
tem über den alternativen Weg, was letzten Endes in der Generierung von C5a 
resultiert. C5a ist wiederum in der Lage Neutrophile zu aktivieren und beispielsweise 
für den oxidativen Burst zu primen (siehe auch Abbildung 2). 
Neben den beschriebenen experimentellen Laboruntersuchungen legten auch Unter-
suchungen an Patienten mit einer ANCA-assoziierten Vaskulitis (AAV) die Bedeutung 
des Komplementsystems und insbesondere des Entzündungsmediators C5a dar. Yuan 
et al. konnten zeigen, dass die C5a Plasma- und Urinkonzentrationen in Patienten mit 
einer aktiven AAV signifikant höher sind als bei Patienten, die sich aktuell in einer 
Krankheitsremission befinden (Yuan et al., 2012). Die histologische Betrachtung der 
Nierenbiopsien von NCGN-Patienten im Rahmen einer AAV ergab zudem Hinweise auf 
eine Beteiligung des alternativen Aktivierungswegs. NCGN-Patienten wiesen im 
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe eine erhöhte Präsenz von C3d, Faktor P, 
Faktor B sowie des Membran-Angriff-Komplexes (MAC) auf (Xing et al., 2009). Das 
Mannose-bindende Lektin (MBL), welches für die Aktivierung des Lektinwegs 
verantwortlich ist, sowie der Komplementfaktor C4d, der in der Aktivierung des 
klassischen und des Lektinweges von Bedeutung ist, konnten nicht in erhöhtem Maße 
nachgewiesen werden (Xing et al., 2009). Chen et al. fanden heraus, dass die Menge an 
C3c-Ablagerungen, einem Abbauprodukt von C3b, in histologischen Nierenbiopsien mit 
der Stärke der histologischen Nierenläsion, gemessen an der Anzahl von crescent 
Formationen und interstitieller Infiltrationen, korreliert (Chen et al., 2009). Patienten 
mit ausgeprägten C3c-Ablagerungen wiesen im Vergleich zu gesunden Patienten 
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zudem eine erhöhte Proteinkonzentration im Urin sowie eine schlechtere renale 
Funktion auf (Chen et al., 2009). 
Auch in der Pathogenese anderer Autoimmunkrankheiten wurde eine Beteiligung des 
Komplementsystems postuliert. Die Blockade des Komplementsystems mittels eines 
monoklonalen C5-Antikörpers verhinderte die Krankheitsinduktion und führte zur 
Verbesserung einer bestehenden Erkrankung im kollageninduzierten Arthritis-Maus-
modell (Wang et al., 1995). Das inflammatorische Arthritismodell ist ebenfalls stark 
vom alternativen Aktivierungsweg und vom Faktor C5a abhängig (Ji et al., 2002). 
Ähnliche Beobachtungen wurden im NZB/WF1-Mausmodell des Systemischen Lupus 
Erythematosus (SLE) gemacht. Durch die Administration des monoklonalen C5-
Antikörpers konnte die Krankheitsinduktion protektiv beeinflusst und eine bereits 
bestehende Erkrankung in ihrem Verlauf verbessert werden (Wang et al., 1996).  
Zusammenfassend lässt sich aus den oben genannten Experimenten und Untersuchun-
gen schließen, dass eine Beteiligung des Komplementsystems in der Pathogenese der 
ANCA-assoziierten Glomerulonephritis sehr wahrscheinlich ist. Insbesondere der 
alternative Aktivierungsweg und der Komplementfaktor C5a scheinen pathophysio-
logisch von Bedeutung zu sein. 
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1.4 Konfokale Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie 
 
Zur Untersuchung des Verhaltens neutrophiler Granulozyten im murinen Nierenglo-
merulus verwendete ich ein konfokales Multiphotonenfluoreszenzmikroskop. Im nach-
folgenden Abschnitt werden zunächst die technischen Hintergründe dieses bild-
gebenden Verfahrens erläutert. 
 
1.4.1 Fluoreszenzmikroskopie 
 
Das Phänomen der Fluoreszenz wurde erstmalig in der Mitte des 19. Jahrhunderts von 
Sir George G. Stokes beschrieben. Unter Fluoreszenz versteht man die spontane Emis-
sion von Licht, die beim Übergang eines zuvor angeregten elektronischen Systems auf 
ein niedrigeres Energielevel auftritt. Dabei ist die Wellenlänge des anregenden Lichtes 
stets kleiner als die Wellenlänge des emittierten Lichts (Stokes Shift). Technische 
Anwendung dieses Phänomens fand die Fluoreszenz in den Anfängen des 20. 
Jahrhunderts durch die Entwicklung des ersten Fluoreszenzmikroskops durch Köhler, 
Reichert und Lehmann (Liedke and Popp, 2006). Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie ist 
es, das zu untersuchende Präparat mit einer gewünschten Wellenlänge zu bestrahlen 
und anschließend das vielfach schwächere emittierte Licht von dem anregenden Licht 
zu trennen (Spring, 2003). Dadurch ist es möglich, nur das emittierte Fluoreszenzsignal 
mit sehr hohen Kontrastverhältnissen auf einem dunklen Hintergrund darzustellen. Die 
Auftrennung des Anregungs- und Emissionslichts im Strahlengang des Mikroskops 
erfolgt mithilfe eines dichroitischen Spiegels, der nur Licht einer bestimmten 
Wellenlänge reflektiert und den restlichen Anteil transmittiert. Um das Präparat 
ausschließlich mit Licht einer vorgegebenen Wellenlänge anzuregen, verwendet man 
einen Anregungsfilter, der das restliche Spektrum des sichtbaren Lichtes nicht 
transmittiert. Das Funktionsprinzip eines Fluoreszenzmikroskops ist in Abbildung 3 
schematisch dargestellt. 
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Abb. 3: Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops. Durch den Anregungsfilter gelangt nur 
Licht einer bestimmten Wellenlänge (hier blau), welches am dichroitischen Spiegel reflektiert wird 
und nachfolgend das Präparat zur Fluoreszenz anregt. Das emittierte Licht (hier grün) wird am 
dichroitischen Spiegel transmittiert und gelangt über den Emissionsfilter zu einem Detektor, der 
das Fluoreszenzsignal aufzeichnet (Quelle: Eigene Kreation mit Adobe PS 5.1, verändert nach 
(Conchello and Lichtman, 2005)). 
  
1.4.2 Multiphotonenmikroskopie  
 
Das Konzept der Multiphotonenmikroskopie (MPM) hat seinen Ursprung in den 1930- 
Jahren. Maria Göppert-Mayer sagte in ihrer Dissertation voraus, dass die Anregung 
eines Elementarteilchens zum Quantensprung auch durch zwei Photonen möglich ist 
(Goeppert-Mayer, 1931). Aufgrund der technischen Gegebenheiten der damaligen Zeit 
war es allerdings erst 30 Jahre später mögliche Göppert-Mayers Idee zu verwirklichen. 
Kaiser und Garret beobachteten 1961 die blaue Fluoreszenz von CaF2:Eu
2+ Kristallen, 
die mit einem roten, 0,5 ms gepulsten Rubinlaser (Wellenlänge: 694 nm) angeregt 
wurden (Kaiser and Garrett, 1961). Die sehr hohen Energieniveaus der damals 
verwendeten Laser machten eine Anwendung bei biologischen Proben jedoch zu-
nächst unmöglich. Der routinemäßige Einsatz der Multiphotonenfluoreszenzmikrosko-
pie im Bereich der biologischen Materialien erfolgte erst ab den 1990-Jahren durch die 
Entwicklung von ultrakurz gepulsten Lasersystemen (Denk et al., 1990).  
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Prinzip der Elektronanregung durch mehrere Photonen 
Das Phänomen der Elektronenanregung durch zwei oder mehrere Photonen tritt auf, 
wenn beispielsweise zwei Photonen zum gleichen Zeitpunkt auf ein Elektron treffen 
und es somit zu einer simultanen Absorption beider Photonen im Rahmen eines 
einzigen Quanteneffekts kommt. Die Energie der beiden absorbierten Photonen wird 
dabei addiert. Da sich Wellenlänge und Energie eines Photons umgekehrt proportional 
zueinander verhalten, müssen bei einer Elektronenanregung durch zwei Photonen 
diese jeweils eine doppelt so große Wellenlänge, im Vergleich zu einem einzelnen 
anregenden Photon, aufweisen, um das Elektron des Fluorophors gleichstark 
anzuregen. Geht man zum Beispiel davon aus, dass ein Fluorophor normalerweise 
durch ein einziges Photon mit einer Wellenlänge von 400 nm zur Fluoreszenz angeregt 
wird, so lässt sich der gleiche Effekt mit zwei simultan absorbierten Photonen mit einer 
Wellenlänge von 800 nm erzielen. Die Wellenlänge des emittierten Fluoreszenz-
photons ist dabei in beiden Fällen gleich. Abbildung 4 verdeutlicht das Prinzip der 
Multiphotonenanregung im Jablonski-Energiediagramm.  
Abb. 4: Ein- und Zweiphotonenanregung dargestellt im Jabolski-Diagramm. Bei der Einphotonen-
anregung regt ein Photon einer bestimmten Wellenlänge das Elektron zum Quantensprung an. Bei 
der Zweiphotonenanregung treffen zwei Photonen einer höheren Wellenlänge im exakt gleichen 
Moment auf das Elektron und regen dieses simultan an. Der Quantensprung des Elektron und 
damit die Wellenlänge des emittierten Photons ist in beiden Fällen gleich (Quelle: Eigene Kreation 
mit Adobe PS 5.1, verändert nach (Dunn and Young, 2006a)).  
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Um den beschriebenen Effekt der simultanen Photonenabsorption zu erzielen müssen 
beide Photonen innerhalb einer Attosekunde (10-18 s) auf den Fluorophor treffen 
(McCain, 1970). Um dieses Phänomen in einem ausreichenden Maße herbeiführen zu 
können müsste ein cw-Laser (continuous wave) eine ausgesprochen hohe Photonen- 
und somit auch Energiedichte aufweisen. Eine Anwendung im Bereich von biologischen 
Proben wäre aufgrund der hohen Rate an Lichtschäden des Präparats undenkbar.  
Aus diesem Grunde verwendet man in der Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie 
ultrakurz gepulste Laser. Diese Laser emittieren Licht in kurzen, intensiven Pulsen mit 
einer Länge von circa 100-2000 Femtosekunden (10-15 s) bei einer Frequenz von 
ungefähr 80 MHz. Da der Tastgrad (Verhältnis von Impulsdauer zu Impulsperioden-
dauer) dieser Laser bei ungefähr gerade einmal 0.001 % liegt, kann die erforderliche 
hohe Flussrate an Photonen ohne eine nennenswerte Schädigung des biologischen 
Präparats oder des Fluorophors erreicht werden (Dunn and Young, 2006b).  
Das Prinzip der Zweiphotonenanregung bringt aus physikalischen Gründen einen 
wichtigen Vorteil mit sich. Der Lichtstrahl des gepulsten Lasers wird wie bei der 
herkömmlichen Fluoreszenzmikroskopie durch die Optik des Mikroskops auf einen 
einzigen Punkt des Präparats fokussiert. Je näher man diesem Fokus kommt, desto 
höher ist nun die vorliegende Photonendichte, da der Lichtstrahl des Lasers 
zunehmend gebündelt wird. Die Wahrscheinlichkeit der simultanen Elektronen-
anregung durch zwei Photonen steigt an und ist im Bereich der Fokusebene so hoch, 
dass eine ausreichende Exzitation des Fluorophors erreicht wird. Da jedoch der 
Photonenfluss mit zunehmender Entfernung zum Fokus in der vierten Potenz abnimmt 
(Dunn and Young, 2006b), liegt die suffiziente Exzitation nur in unmittelbarer Nähe 
zum Fokus vor.  
Auf diese Weise wird sichergestellt, dass nur ein minimaler Teil des Präparats angeregt 
wird, Fotoschäden des Präparats sowie Hintergrundrauschen in der eigentlichen 
Bildgebung werden weitestgehend vermieden. Abbildung 5 veranschaulicht die 
Unterschiede zwischen der Ein- und Zweiphotonenmikroskopie im Hinblick auf die 
Exzitation des Fluorophors. 
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Abb. 5: Anregungsparadigma der Fluorophore durch Ein- und Zweiphotonenanregung. In der Ein-
photonenmikroskopie regt ein cw-Laser die Fluorophore fast im gesamten Volumen an. Der ge-
pulste Laser der Multiphotonenmikroskopie regt hingegen nur Fluorophore in unmittelbarer Nähe 
zur Fokusebene an (Quelle: Eigene Kreation mit Adobe PS 5.1, verändert nach (Dunn and Young, 
2006b)). 
Den wohl größten Vorteil der Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie stellt jedoch die 
Möglichkeit dar, das zu untersuchende Gewebe in größerem Maße penetrieren zu 
können und somit auch eine gute Bildgebung von tieferen Gewebsschichten zu 
erhalten. Der begrenzende Faktor der herkömmlichen Fluoreszenzmikroskopie ist die 
zunehmende Streuung des Lichtstrahls in der Tiefe der Gewebeprobe. Die Licht-
streuung ist jedoch von der Wellenlänge des Lichtstrahls abhängig. Ein Lichtstrahl mit 
einer hohen Wellenlänge (wie er im Bereich der MPM verwendet wird) erfährt im 
Vergleich zu Licht einer kürzeren Wellenlänge deutlich weniger Streuung (Centonze 
and White, 1998). Aufgrund der reduzierten Streuung resultiert eine erhöhte Eindring-
tiefe des Lichtstrahls und es ist somit möglich tiefer liegende Ebenen optisch 
anzuregen (Potter et al., 1996). Der zweite Faktor, der zu einer größeren Eindringtiefe 
führt, ist die praktisch nicht vorhandene Anregung von Fluorophoren oberhalb der 
Fokusebene. Wie bereits erwähnt verhält sich die Exzitationsrate proportional zum 
Quadrat der lokalen Strahlenintensität (Kaiser and Garrett, 1961). Somit kommt es 
oberhalb der Fokusebene nicht zu einer Zweiphotonenanregung, die die Exzitation der 
Fluorophore in der Fokusebene blockieren würde. Auch eine einfache Anregung von 
Fluorophoren oberhalb der Fokusebene tritt aufgrund der verwendeten, hohen 
Wellenlängen nur in einem sehr geringen Ausmaß auf. Zudem unterliegt auch das vom 
Fluorophor emittierte Licht der Lichtstreuung im Gewebe. In der herkömmlichen 
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Fluoreszenzmikroskopie führt dies dazu, dass emittierte Photonen, die durch die 
Anregung von Fluorophoren außerhalb der Fokusebene entstanden sind, durch die 
Lichtstreuung zum Hintergrundrauschen des eigentlichen Bildes führen (Centonze and 
White, 1998). Da es im Bereich der MPM jedoch nicht zur Anregung von Fluorophoren 
außerhalb der Fokusebene kommt, wird dieses Problem auf ein Minimum reduziert. 
Ein hochauflösendes Bild ist somit auch in tieferen Schnitten des Präparates zu er-
zielen. Zusammenfassend führen diese Vorteile der Multiphotonenfluoreszenzmikros-
kopie zu einer möglichen Penetrationstiefe von bis zu 600 µm (Helmchen et al., 1999; 
Kleinfeld et al., 1998). 
 
1.4.3 Konfokale Mikroskopie 
 
Die Entwicklung der konfokalen Mikroskopie geht auf Marvin Minsky zurück, der im 
Jahr 1955 das erste konfokale Mikroskop konstruierte (Minsky, 1961) und später in 
seinen Memoiren ausführlich darüber berichtete (Minsky, 1988).  
Der Hauptunterschied der Konfokalmikroskopie liegt darin, dass im Gegensatz zur 
herkömmlichen Weitfeldmikroskopie immer nur ein Punkt des Präparats zur gleichen 
Zeit beleuchtet wird. Das Mikroskop fährt somit das zu untersuchende Objekt Punkt 
für Punkt ab und konstruiert daraus ein zusammenhängendes Bild (Abb. 6). Diese 
rasterartige Abtastung der xy-Ebene erfolgt durch die Ablenkung des Lichtstrahls 
mittels zweier rotierender Spiegel. Hierdurch wird ein Großteil des Streulichtes, das bei 
der Beleuchtung des gesamten Präparates zum gleichen Zeitpunkt entsteht, ver-
mieden.  
 
 
 
 
Abb. 6: Rasterartige Abtastung der xy-Ebene in der 
konfokalen Mikroskopie (Quelle: Eigene Kreation mit 
Adobe PS 5.1). 
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Zudem sorgt eine vor dem Detektor angebrachte Lochblende dafür, dass nur emittierte 
Lichtstrahlen, die unmittelbar in der Fokusebene liegen, vom Detektor erfasst werden. 
Lichtstrahlen, die von einem Fluorophor ober- oder unterhalb der Fokusebene 
stammen oder aber seitlich des Fokus liegen, werden an der Lochblende blockiert und 
tragen nicht zur Entstehung des Bildes bei (Abb. 7). So lässt sich gezielt eine einzige 
optische Schnittebene des Präparats abbilden. Durch die digitale Kombination 
mehrerer optischer Ebenen entlang der z-Achse ist es anschließend möglich ein 
dreidimensionales Bild des Präparats zu erschaffen. Abbildung 7 stellt das Konzept der 
Lochblende in der konfokalen Mikroskopie anhand einer Schemazeichnung dar.  
Abb. 7: Funktionprinzip der konfokalen Mikroskopie mittels Lochblende. Durch den Einsatz einer 
kurz vor den Detektor positionierten Lochblende werden nur die emittierten Signale von Bereichen 
innerhalb der Fokalebene detektiert. Auch das Signal von horizontal versetzen Bereichen wird von 
der Lochblende abgeschirmt (Quelle: Eigene Kreation mit Adobe PS 5.1, verändert nach (Conchello 
and Lichtman, 2005)). 
Für die Experimente im Rahmen meiner Dissertation verwendete ich ein Leica SP5 
konfokales Multiphotonenfluoreszenzmikroskop (Leica Microsystems, Heidelberg, 
Germany), das mit einem 20X 1.0 NA WI Objektiv ausgestattet war. Die Anregung der 
Fluorophore erfolgte über einen SpectraPhysics MaiTai gepulsten Ti: Sapphire Laser 
(pulse width: <100 fs, tuning range: 690 - 1040 nm, average power: >2,5 W, repitition 
rate: 80 MHz ± 1 MHz; SpectraPhysics, Stahnsdorf, Germany) bei einer Wellenlänge 
von 810 nm. Experimente, an denen GFP-exprimierende Mäuse beteiligt waren, 
wurden mit einer Wellenlänge von 900 nm durchgeführt. Bilddaten wurden alle 30 
Sekunden über einen Zeitraum von 60 Minuten erzeugt. Die durchschnittliche 
Bildstärke in der Z-Ebene (nachfolgend als z-Stack bezeichnet) betrug ca. 150 µm und 
wurde in z-Stack-Schritten von ca. 6 µm generiert. Die emittierte Fluoreszenz wurde 
mit non-descanned detection (NDD) Detektoren mit Emissionsfiltern von 432-482 nm, 
500- 550 nm, 575-605 nm und 625-675 nm detektiert. 
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1.5 Zielsetzung 
 
Die ANCA-assoziierte Glomerulonephritis stellt mit einer jährlichen Inzidenz von 3-5 
Fällen pro 1.000.000 Einwohner eine oftmals unterschätzte, jedoch ausgesprochen 
ernst zu nehmende Gesundheitsbelastung dar. Durch die schnell voran schreitende re-
nale Funktionseinschränkung liegt die 5-Jahres-Überlebensrate nur bei 78 % (Booth et 
al., 2003). Weiterhin sind 30 % der Patienten in diesem Zeitraum dialysepflichtig und 
somit mit einer gravierenden Einschränkung ihrer Lebensqualität konfrontiert. Die 
bisherige Therapie der ANCA-assoziierten GN ist ausgesprochen unspezifisch und hoch 
toxisch (Belmont, 2006; Lionaki et al., 2007). Auch wenn sich das Verständnis der 
Pathogenese in den letzten zehn Jahren deutlich besserte und Ideen zu möglichen 
Behandlungsoptionen der Krankheit entwickelt wurden, sind viele krankheitsassoziier-
te Faktoren noch unerforscht. 
Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es, durch den Einsatz der intravitalen 
Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie in Verbindung mit Experimenten im anti-MPO-
Mausmodell weitere Erkenntnisse im Hinblick auf die Pathogenese der ANCA-
assoziierten Glomerulonephritis zu gewinnen, um zukünftig Patienten potenziell durch 
spezifischere und weniger toxische Therapieansätze effizient helfen und die 
krankheitsbegleitenden Einschränkungen der Lebensqualität auf ein Minimum 
reduzieren zu können. Zunächst sollte dazu ein mithilfe der intravitalen MPM 
nachweisbares Korrelat für die beschriebene krankheitsinduzierende Rolle der anti-
MPO-AK gefunden werden. Da neutrophile Granulozyten primär mit der renalen 
Schädigung im Rahmen der ANCA-GN in Verbindung gebracht wurden, konzentrierte 
ich mich auf die Analyse des Verhaltens dieser Zellpopulation im murinen Nieren-
glomerulus. 
Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit das Komplement-
system, und insbesondere die C5a-C5aR-Achse, an der Pathogenese der ANCA-GN 
beteiligt ist und ob eine künstliche Inaktivierung dieser Systeme mit einer protektiven 
Funktion bezüglich der Krankheitsentstehung verbunden ist. Zudem untersuchte ich, 
ob die Administration von anti-MPO-Antikörpern in meinem intravitalen Modell der 
ANCA-assoziierten GN direkt zu einer sichtbaren Produktion von reaktiven Sauerstoff-
spezies führte. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialliste  
 
Medikamente Hersteller 
  
Ketamin Hospira (Melbourne, Vic, Australia) 
Xylazin Ellar Laboratories (Vic, Australia), Troy 
Laboratories (NSW, Australia) 
Sevofluran Abbott Laboratories (Abbott Park, Il, USA) 
NaCl-Lösung (0,9 %) Baxter (Deerfield, Il, USA) 
Morphin (Buprenorphin) Reckitt Benckiser (Auckland, NZ) 
Carprofen (Rimadyl) Ellar Laboratories (Vic, Australia), Pfizer 
(NSW, Australia) 
Chlorhexidingluconat-Lösung (0,5 %) 3M (NSW, Australia) 
  
Instrumente  
  
Mikropinzette, gerade Fine Science Tools (Vancouver, BC, Canada) 
Mikropinzette, gebogen  Fine Science Tools (Vancouver, BC, Canada) 
chirurgische Schere (spitz/spitz) Fine Science Tools (Vancouver, BC, Canada) 
feine anatomische Pinzette, gebogen Fine Science Tools (Vancouver, BC, Canada) 
negative Pinzette (selbstschließend, 
gerade) 
Fine Science Tools (Vancouver, BC, Canada) 
  
Rasiergerät für Kleintiere   
  
40 Surgical Blade Cut 3/128 WAHL (Shelton, CT, USA) 
  
Nahtmaterial  
  
Dysilk non-absorband USP 5-0 Dynek Pty Ltd. (Hendon, SA, Australia) 
Dysilk non-absorband USP 4-0 + needle Dynek Pty Ltd. (Hendon, SA, Australia) 
Dysilk non-absorband USP 3-0 Dynek Pty Ltd. (Hendon, SA, Australia) 
  
Spritzen, Nadeln und Katheter   
  
25G Needle Livingstone 
26G Needle (x ½“) BD (Franklin Lakes, NJ, USA) 
30G Needle (x ½“) BD (Franklin Lakes, NJ, USA) 
Tuberculin Syringe (1ml) BD (Franklin Lakes, NJ, USA) 
Katheter (PE Tubing), 0,61x0,28mm 
(PE 6128) 
Microtube Extrusion (North Rocks, NSW, 
Australia) 
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Mikroskope, Lichtquellen, 
Wärmeplatten 
 
  
Modular Stereo Microscope Leica M60 Leica Microsystems (Wetzlar, Germany) 
SP5 confocal multiphoton microscope  Leica Microsystems (Heidelberg, Germany) 
KL 1500 LCD (Kaltlichtquelle) Carl Zeiss AG (Jena, Germany) 
Process Heater Mat ( 7,5 W, 100x75 mm, 
12 V) 
RS Components Pty Ltd (Smithfield, NSW, 
Australia) 
Process Heater Mat ( 7,5 W, 50x50 mm, 
12 V) 
RS Components Pty Ltd (Smithfield, NSW, 
Australia) 
  
Antikörper und Reagenzien   
AlexaFluor 488 - anti mouse Ly-6G (Gr-1) eBioscience (San Diego, CA, USA) 
anti-mouse Ly-6G (Gr-1) - PE eBioscience (San Diego, CA, USA) 
Pac-Blue-Dextran (Pacific Blue 
succinimidyl ester, dextran: 70 kDa MW) 
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) 
Non-Functionalized eFluor 650NC 
(eBeads) eBioscience (San Diego, CA, USA) 
DHE (104,7 mg/ml) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Anti-C5aR (mAB, 20/70) Hyocult Biotech (Uden, Niederlande) 
CVF Venom Supplies (Tanunda, SA, Australia) 
TiterMax Gold Adjuvans Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Freund's Adjuvans, complete and 
incomplete Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Mouse-C3-ELISA-Kit Innovative Research (Novi, MI, USA) 
  
Computersoftware  
Imaris 6.1 (Bitplane Scientific Software) Bitplane AG (Zürich, Switzerland) 
LAS AF  Leica Microsystems (Heidelberg, Germany) 
GraphPad Prism 5 und 6 GraphPad Software Inc. (La Jolla, CA, USA)  
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2.2 Versuchstiere 
 
Für die Experimente im Rahmen meiner Dissertation wurden männliche Wildtyp-
Mäuse der Linie C57BL6/J sowie männliche Mäuse einer LysM-EGFP-Mauslinie 
(ebenfalls mit C57BL6/J Hintergrund) verwendet. Bei LysM-EGFP-Mäusen handelt es 
sich um Tiere, deren neutrophile Granulozyten aufgrund eines gentechnischen Knock-
ins das Protein EGFP exprimieren und diese Zellen somit klar in der Fluoreszenz-
mikroskopie erkennbar sind (Kreisel et al., 2010). Das durchschnittliche Gewicht der 
Mäuse betrug zum Zeitpunkt der Experimente 28-32 g. Die unilaterale Ligation des 
Ureters (siehe 2.3) erfolgte in einem Alter von 4-5 Wochen; die intravitale Mikroskopie 
des Nierengewebes in einem Alter von 16-17 Wochen. Die Unterbringung und 
artgerechte Haltung der Mäuse wurde durch die Mitarbeiter der Monash Animal 
Research Platform am Monash Medical Center der Monash University (Clayton, 
Melbourne, Australien) gewährleistet. Mäuse wurden in Gruppen von bis zu fünf 
Tieren in Käfigen der vorgeschriebenen Größe, die mit Holzgranulat und Gegenständen 
zum environmental enrichment ausgestattet waren, gehalten. Die durchschnittliche 
Raumtemperatur lag bei 19-21°C; die Luftfeuchtigkeit bei 50-60 %. Der zirkadiane 
Rhythmus der Tiere wurde durch einen künstlichen, 12 stündigen Tag/Nacht-Zyklus 
simuliert. Alle Mäuse hatten kontinuierlichen, freien Zugang zu Zuchtfutter und 
keimarmem Wasser. 
 
2.3 Herstellung von anti-MPO-Antikörpern 
 
Die Herstellung von polyklonalen anti-MPO-Antikörpern, die in unserem Modell der 
ANCA-assoziierten Glomerulonephritis zur Krankheitsinduktion führten, erfolgte nach 
dem in der Literatur üblichen Vorgehen (Huugen et al., 2005; Jennette et al., 2011). 
Mpo-/- Mäuse wurden dazu mehrfach mit dem MPO-Protein immunisiert. Da MPO-
knockout Mäuse nicht in der Lage sind MPO zu exprimieren, erkennen sie das 
immunisierte MPO-als Fremdantigen. Es folgt eine T-Zell vermittelte Produktion 
polyklonaler Antikörper, die gegen das MPO-Peptid gerichtet sind.  
Der detaillierte Ablauf der Antikörperherstellung ist im Folgenden beschrieben. 
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2.3.1 Synthese von MPO-in 32Dcl3-Zellen 
 
Das später zur Injektion in Mpo-/- Mäusen verwendete MPO wurde zunächst in einer 
Zellkultur hergestellt. Ich verwendeten die IL-3 abhängige Zellline 32Dcl3. Hierbei 
handelt es sich um eine murine myeloblastische Zelllinie, die sich in Anwesenheit von 
IL-3 gut expandieren lässt (Valtieri et al., 1987). Durch den Entzug von IL-3 und die 
gleichzeitige Stimulierung durch G-CSF proliferieren die Zellen zunächst für vier bis fünf 
Tage und differenzieren sich nach ca. 12 Tagen zu phenotypischen neutrophilen 
Granulozyten (Guchhait et al., 2003). 
Im Einzelnen wurden undifferenzierte IL-3-abhängige 32Dcl3 Zellen in Iscove’s 
Modified Dulbecco’s Medium (IMDB; Sigma) expandiert. Dem IMDB-Medium (500 ml) 
wurden folgenden Zusätze hinzugefügt: 50 ml hitzeinaktiviertes FCS, 5 ml L-Glutamin 
(200 nM), 10 ml Penicillin-Streptomycin, 5 ml gefilterter WEHI-3 Überstand (als IL-3 
Quelle). 
Die Differenzierung der expandierten 32D Zellen zu MPO-enthaltenden Zellen erfolgte 
nach Transfer der Zellen in G-CSF (50 ng/ml) enthaltendes IMDB-Medium, welches kein 
WEHI-3 Überstand mehr enthielt. Dabei war es wichtig, dass die Zellen vor dem 
Transfer in das endgültige Medium zweimal mit WEHI-3-Überstand freiem IMDB 
Medium gewaschen wurden, da bereits die kleinste Menge an IL-3 die Differenzierung 
von 32D Zellen zu MPO-enthaltenden Zellen inhibiert. Die initiale Konzentration der 
32D Zellen sollte bei 1 x 106 Zellen/ml liegen.  Die Zellen wuchsen anschließend für 8-
10 Tage im G-CSF enthaltendem Medium. 
Nach erfolgreicher Differenzierung der Zellen wurden diese vom Nährflaschenboden 
gelöst und die gesamte Zellsuspension zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 
und die Zellen einmalig in PBS gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren wurde das 
Zellpellet in einem 1 %-igen Cetyltrimethylammoniumbromid-Puffer (Puffer A) bei 
einer Konzentration von 1 ml Puffer A / 2 x 107 differenzierte Zellen resuspendiert. 
CTAB ist eine quartäre Ammoniumverbindung, die das MPO-in den differenzierten 
Zellen löst. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur für 2-4 Stunden auf einem 
Wippschüttler durchmischt. Das entstandene Lysat konnte anschließend bei -20 °C 
gelagert werden. 
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Als Nächstes folgte die Aufreinigung des MPO-Proteins. Dazu wurden am ersten Tag 
150-200 ml des zuvor erzeugten Lysats aufgetaut und bei Raumtemperatur für 30 min 
bei 20.000 G zentrifugiert. Der Überstand wurde ausgiebig mit Puffer B bei 4°C über 
Nacht dialysiert. 
Am zweiten Tag wurden zu dem dialysierten Lysat Calciumchlorid (CaCl2), Magnesium-
chlorid (MgCl2) und Manganchlorid (MnCl2) bis zu einer Konzentration von je 1 mM 
hinzugegeben. Das Lysat wurde nach der Zugabe von Concanavalin A-Sepharose (7ml) 
bei 4°C auf einem Rollenmischer über Nacht durchmischt. Die Con A-Sepharose sollte 
vor der Verwendung einmalig mit Puffer B, welcher CaCl2, MgCl2 und MnCl2 enthält 
(Puffer B+), gewaschen werden. 
Am dritten Tag erfolgte die Auftrennung der Proteine in einer Chromatographiesäule 
(Econo-Column, BioRad). Die Säule wurde zunächst mit Puffer B+ gewaschen und 
anschließend das Lysat/Con A-Sepharose Gemisch vorsichtig in die Säule gegeben. Eine 
Blasenbildung sollte vermieden werden. Um die MPO-Bindung zu erhöhen sollte die 
ungebundene Fraktion dreimal durch die Säule laufen. Die Säule wurde nun mehrmals 
mit Puffer B+ (in 5ml Schüben) gewaschen um ungebundene Proteine zu entfernen. Die 
Extinktion der gesammelten Fraktion wurde bei 280 nm bestimmt und die Fraktion 
solange gewaschen bis A280 = 0 war. Die Extinktion bei 280 nm gibt dabei Auskunft über 
die Gesamtproteinmenge in der gesammelten Fraktion. Um das gebundenen MPO-von 
der Concanavalin A-Sepharose zu eluieren, erfolgt die Zugabe von 750 mM Methyl α-
D-Mannopyranosid in Puffer B in 3-4 ml Schüben. Alle Fraktionen, die eine Extinktion 
von A280 > 0 aufwiesen, wurden zusammengefügt und die Extinktion bei 430 nm 
(spezifisch für MPO) bestimmt. Die gepoolten, MPO enthaltenden, Fraktionen wurden 
erneut bei 4°C über Nacht gegen Puffer B+ dialysiert. Die Konzentration von MPO in 
mg/ml lässt sich mit der nachfolgender Formel errechnen: Konzentration von MPO = 
A430 x 1,282 
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2.3.2 Immunisierung von Mpo-/- Mäusen 
 
Mpo-/- Mäuse mit einem C57BL6/J-Hintergrund (Prof. A.J. Lusis, UCLA) wurden an-
schließend mit dem zuvor hergestellten MPO-Protein immunisiert. Die Immunisierung 
der Mäuse erfolgte an den Tagen 0, 7 und 14. Am Tag 28 wurde das Blut zur 
Antikörperherstellung gewonnen. Die MPO-Dosis jeder Injektion lag bei 20 µg 
MPO/Maus. Zur initialen Immunisierung am Tag 0 wurde das MPO-Protein in 
komplettem Freund-Adjuvans (FCA) emulgiert und nachfolgend subkutan verabreicht. 
Die beiden Boosterapplikationen an den Tagen 7 und 14 erfolgten ebenfalls subkutan, 
Puffer A (1000 ml)  
Natriumphosphat (6,7 mM, pH = 6) 0,9511 g dibasisches Na2HPO4 
0,8039 g monobasisches NaH2PO4 
Magnesiumchlorid (1 mM) 0,0962 g  
Natriumchlorid (3 mM) 0,1753 g 
1 % CTAB 10 g pro Liter 
Puffer B (1000 ml)  
Natriumacetat (100 mM, pH = 6,3) 8,2040 g 
Natriumchlorid (100 mM) 5,8440 g 
 
Puffer B+  
+ Calciumchlorid (1 mM) 1 ml von 100 mM  
(1,1099 g CaCl2 in 100 ml dH2O) 
+ Magnesiumchlorid (1 mM) 1 ml von 100 mM  
(0,9523 g MgCl2 in 100 ml dH2O) 
+ Manganchlorid (1 mM) 1 ml von 100 mM 
 (1,979 g MnCl2 in 100 ml dH2O) 
Puffer B+ (Methyl D-Mannopyranosid)  
+ Methyl α-D-Mannopyranosid (750 mM) 14,5650 g 
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jedoch in Form einer Emulsion mit inkompletten Freund-Adjuvans (FIA). Um eine 
optimale Immunantwort zu erhalten wurden die Mäuse an verschiedenen 
anatomischen Lymphknotenstationen (Schwanzwurzel, Nacken, axillare und inguinale 
Regionen) immunisiert.   
Freund-Adjuvans (FCA/FIA) 
Das komplette Freund-Adjuvans setzt sich aus einem nicht metabolisierbaren 
Mineralöl, dem Surfactant Mannitmonooleat sowie hitzeabgetöteten Mykobakterien 
(M. tuberculosis bzw. M. butyricum) zusammen (Freund, 1951). Das inkomplette 
Freund-Adjuvans verzichtet auf die Zugabe der Mykobakterienbestandteile. Das im 
Jahr 1951 von Jules Freund beschriebene Adjuvans verstärkt sowohl die humorale als 
auch die zelluläre Immunabwehr des Zielorganismus, der daraufhin Antikörper gegen 
Epitope des denaturierten Antigenproteins bildet. Nachteil des Adjuvans ist die Gefahr 
der Granulombildung und Entzündungsreaktion nahe der Injektionsstelle (Jennings, 
1995). Aus diesem Grund wird das toxischere komplette Freund-Adjuvans nur für die 
initiale Injektion verwendet. Auffrischinjektionen werden mit inkomplettem Freund-
Adjuvans durchgeführt. 
Die Wasser-in-Öl Emulsion des Freund-Adjuvans sorgt dafür, dass das Antigen über 
einen längeren Zeitraum von bis zu 6 Monaten gespeichert und langsam freigegeben 
wird, um möglichst hohe Antikörpertiter zu erhalten (Jennings, 1995). Neben dieser 
Depot-Funktion führt insbesondere das komplette Freund-Adjuvans durch die Rekru-
tierung von Makrophagen und anderen Immunzellen zu einer Verteilung des Antigens 
in die lokalen Lymphknoten, was wiederum die Immunantwort verstärkt (Waksman, 
1979).  
 
2.3.3 Blutgewinnung und Aufreinigung von anti-MPO-AK aus Mausserum 
 
28 Tage nach initialer Immunisierung wurde den Mpo-/- Mäusen das Antikörper enthal-
tende Blut über die Vena cava inferior entnommen. Dazu anästhesierte ich die Mäuse 
mit Xylazin und Ketamin und führten eine circa zwei Zentimeter lange, leicht rechts 
mediolaterale Inzision durch Haut und Muskelschichten der Bauchwand durch. Die 
Eingeweide wurden nach lateral mobilisiert um einen freien Blick auf die V. cava inf. zu 
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erhalten. Das Blut wurde anschließend über eine 25G Nadel möglichst vollständig 
entnommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen überführt. Die narkotisierten 
Mäuse wurden mittels zervikaler Dislokation schonend getötet. 
Das entnommene Blut lagerte über Nacht bei 4°C um eine vollständige Gerinnung zu 
gewährleisten. Am darauffolgenden Tag wurden die Seren aller Mäuse nach 
Zentrifugation (5 min bei 2000 G) isoliert und vermengt. Um die Bindungseffizienz 
während der Aufreinigungsprozedur zu maximieren, dialysierte ich das Serum zunächst 
über Nacht bei 4°C gegen Natriumphosphat Bindungspuffer (0,02 mol/L, pH 7). Die 
Aufreinigung der IgG-Fraktion erfolgte in einer Protein G Chromatographiesäule (GE 
Healthcare) unter Verwendung des Biologic DuoFlow chromatography system (Bio-Rad 
Australia). Dazu ließ ich das Serum mehrfach durch die Chromatographiesäule laufen 
und eluierte die IgG Fraktion anschließend mit Glycinhydrochloridpuffer (0,1 mol/l, pH 
2,7). Das eluierte IgG wurde in 2 ml Fraktionen gesammelt und mit Tris-HCl-Puffer (1 
mol/L, pH 9) neutralisiert. Die einzelnen Antikörperfraktionen wurden miteinander 
vermengt und für 48 h gegen PBS dialysiert. Die IgG Konzentration ließ sich mittels 
UV/Vis Spektralphotometer (Beckman Coulter) bei 280 nm bestimmen. Die von mir 
verwendeten anti-MPO-Antikörper hatten eine Konzentration von 2,5 mg/ml. 
Anti-OVA-Antikörper, die in meiner Dissertation als Kontrollantikörper dienen, wurden 
nach gleichem Schema hergestellt. Als Antigen verwendete ich Ovalbumin (Sigma-
Aldrich). 
 
2.3.4 Herstellung von anti-MPO-AK unter Verwendung des p52 MPO-Peptids 
 
Da der von mir in der intravitalen MPM beobachtete, krankheitsinduzierende Effekt 
der anti-MPO-Antikörper im Vergleich zum anti-GBM GN Modell (Devi et al., 2012) 
geringer ausgeprägt war, versuchte ich mit einer leicht abgewandelten Methodik 
höher potente anti-MPO-Antikörper herzustellen. Hierzu immunisierte ich die Mpo-/- 
Mäuse nicht, wie zuvor beschrieben, mit dem kompletten MPO-Protein, sondern 
lediglich mit einem 33 Aminosäuren langen immunogenen MPO-Peptid (Ooi et al., 
2012). Um die immunogene Wirkung des Peptids zusätzlich zu verstärken, wurde das 
MPO-Peptid mit keyhole limpet hemocyanin (KLH) verknüpft. Das keyhole limpet 
Material und Methoden 
 
38 
 
hemocyanin ist ein hochmolekularer Kupfer-Proteinkomplex, der aus der Hämolymphe 
der großen kalifornischen Schlüssellochschnecke (Megathura crenulata) stammt 
(Campell et al., 1964). Verschiedene Arbeitsgruppen belegten die immunstimula-
torischen Effekte des KLH in Tieren und Menschen (Curtis et al., 1970; Herscowitz et 
al., 1972; Weigle, 1964). Aus diesem Grund wird KLH häufig als Trägerprotein (carrier) 
von niedermolekularen Peptiden in der Immunisierung von Tieren eingesetzt.  
Neben der Verwendung des Freund-Adjuvans immunisierte ich zudem eine Gruppe 
von Mpo-/- Mäusen mit einer MPO-Peptid/TiterMax Emulsion. Das TiterMax Gold 
Adjuvans besteht aus einem Blockcopolymer (CRL-8300), dem metabolisierbaren Öl 
Squalen sowie einem speziellen Mikropartikelstabilisator aus Siliziumdioxid (Sigma-
Aldrich, 2012). Ähnlich dem Freund-Adjuvans bildet es eine stabile Wasser-in-Öl 
Emulsion. Die Anreicherung des Antigens auf der Oberfläche des Copolymers resultiert 
in einer Aktivierung des Komplementsystems, welches die Speicherung des Antigens 
im lymphatischen Gewebe und die Aktivierung von immunreaktiven Zellen verstärkt 
(Hunter and Bennett, 1984). Zudem steigern Blockcopolymere die Oberflächen-
expression von MHC-II-Molekülen aus Makrophagen, was zu einer gesteigerten T-Zell 
Antigenpräsentation führt (Howerton et al., 1990). Da Squalen ein metabolisierbares 
Öl ist und das TiterMax Adjuvans keine Mykobakterienbestandteile enthält, sind die 
Nebenwirkungen im Vergleich zum Freund-Adjuvans deutlich geringer. 
Ich immunisierte je 2 Gruppen von 11-12 Mpo-/- Mäusen mit Freund-Adjuvans bzw. 
TiterMax-Adjuvans. Die erste Gruppe erhielt das 33aa MPO-Peptid mit dem jeweiligen 
Adjuvans. Die zweite Gruppe erhielt das an KLH gekoppelte MPO-Peptid mit dem 
jeweiligen Adjuvans. Die beiden TiterMax-Gruppen wurden einmalig mit 100 µg MPO-
Peptid/Maus immunisiert und das Blut nach 6 Wochen entnommen. In den Freund-
Adjuvans-Gruppen erfolgte die initiale Immunisierung von 100 µg MPO-Peptid/Maus 
mit FCA und die Boosterimmunisierung am Tag 14 ebenfalls mit 100 µg Peptid im FIA. 
Die Mäuse wurden am Tag 28 zur Blutentnahme getötet. Das sonstige Vorgehen 
entsprach dem oben beschrieben Protokoll. 
Vor der finalen Aufreinigung der anti-MPO-Antikörper aus den gewonnenen Maus-
seren wurde die Anzahl der gebildeten AK in einem MPO-ELISA kontrolliert. Dazu 
wurde eine ELISA-Platte mit murinem MPO aus einer neutrophilen Zelllinie beschichtet 
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und mit den gewonnenen Seren inkubiert. Es kam zu einer AG-AK-Reaktion, bei der die 
anti-MPO-AK an das murine MPO binden. Nach mehreren Waschzyklen wurde ein 
Sekundärantiköper hinzugegeben, der mit Meerrettichperoxidase (engl. horseradish 
peroxidase, HRP) konjugiert war. Nach erneutem Waschen erfolgte die Zugabe eines 
Farbsubstrates (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin, TMB), welches nun von der HRP 
umgesetzt wurde. Der Grad der Umsetzung des TMB korrelierte somit mit der 
Konzentration an anti-MPO-AK und ließ sich anschließend durch Messung der 
Extinktion am Fotometer bei einer Wellenlänge von 560 nm bestimmen.  
Das genauere Funktionsprinzip des ELISAs ist in Kapitel 2.9 ausführlich beschrieben.  
Die Ergebnisse des anti-MPO-ELISAs sind in Abbildung 8 dargestellt.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8: Anti-MPO-ELISA der gewonnenen Mausseren. Mäuse, die mit dem KLH-Konjugat immuni-
siert wurden, wiesen in beiden Adjuvansgruppen eine höhere anti-MPO-Konzentration auf. Der 
Vergleich beider Adjuvantien zeigt, dass die Immunisierung mit FCA/FIA im Gegensatz zur 
Immunisierung mit TiterMax zu einer reduzierten Antikörperkonzentration führt (OD = optische 
Dichte, FCS = Freund’s complete adjunvans, FIA = Freund’s incomplete adjunvans, KLH = Keyhole 
limpet hemocyanin). 
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Es ist deutlich zu sehen, dass die Verknüpfung des MPO-Peptids mit dem KLH in beiden 
Adjuvansgruppen zu einer Steigerung der Antikörperbildung führt. Weiterhin scheint 
das TiterMax Impfadjuvans dem Freundschen Adjuvans (FCI/FIA) überlegen zu sein. 
Sowohl in Mäusen, die das native MPO-Peptid erhielten, als auch in Mäusen, die mit 
der MPO-Peptid/KLH Kombination immunisiert wurden, führte das TiterMax Adjuvans 
zu einer potenteren Immunantwort. Verglichen mit den MPO-ELISAs der zuvor 
durchgeführten Immunisierungsversuche mit dem kompletten MPO-Protein war die 
Konzentration von anti-MPO-AK jedoch in allen vier Gruppen nicht signifikant erhöht 
(Daten nicht dargestellt). Aus diesem Grund wurde der Ansatz des 33aa-MPO-Peptids 
nicht weiter verfolgt; die weiteren Experimente wurden mit den ursprünglich verwen-
deten anti-MPO-Antikörpern aus Mäusen, die mit dem kompletten MPO-Peptid 
immunisiert wurden, durchgeführt. 
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2.4 Unilaterale Ureterligation (UUO) 
 
Die Bildgebung glomerulärer Strukturen in einer nativen, soliden Mausniere ist auch 
bei Verwendung eines konfokalen Multiphotonenmikroskops ausgesprochen kompli-
ziert, da das Nierenparenchym, welches die einzelenen Glomeruli umgibt, eine sehr 
hohe Gewebsdichte aufweist. Um dennoch eine aussagekräftige Bildgebung zu 
erreichen und die intravitalen Vorgänge innerhalb der Nierenglomeruli ausreichend 
beurteilen zu können verwendete ich das unilateral ureteral obstruction (UUO) Modell. 
Die UUO in Mäusen ist eigentlich ein gut beschriebenes Modell der intestinalen 
Nierenfibrose und der obstruktiven Nephropathien (Chevalier et al., 2009; Klahr and 
Morrissey, 2002). Die irreversible Okklusion des Ureters führt in diesem Modell 
innerhalb von einigen Tagen zur Hydronephrose, zur Einwanderung von 
Entzündungszellen (primär Makrophagen) und zum Zelltod tubulärer Epithelzellen 
(Chevalier et al., 2009). Da die kortikalen Nierenstrukturen inklusive der Glomeruli 
jedoch weitestgehend unverändert bleiben, verwendete ich das UUO-Modell um eine 
hydronephrotische Niere zu erzeugen, welche deutliche Vorteile in der konfokalen 
Bildgebung mit sich bringt (Steinhausen et al., 1983). Befürchtungen, dass die 
parenchymalen Umbauprozesse der Niere im Anschluss an die UUO auch die Vorgänge 
in glomerulären Nierenstrukturen beeinflussen, konnten ausgeräumt werden. 
Arbeitsgruppen in unserem Labor zeigten im direkten Vergleich von soliden und hydro-
nephrotischen Nieren, dass das Verhalten von Leukozyten im Glomerulus durch die 
UUO-Prozedur nicht  beeinflusst wird (Devi et al., 2010a; Kuligowski et al., 2006b, 
2009). 
2.4.1 Operatives Vorgehen der UUO 
 
Ziel der Ureterligation ist die Unterbrechung des Urinabfluss aus dem Nierenbecken in 
die Harnblase. Der Rückstau des Urins führt zu einer hydronephrotischen Morphologie 
der Niere und ermöglicht somit eine optimale Bildgebung glomerulärer Strukturen. 
Die Maus wurde dazu zunächst in einer Sevofluran-Gaskammer inhalativ narkotisiert. 
Um die Narkose während der gesamten Operationsdauer aufrecht zu erhalten, wurde 
die Maus nach Fixierung auf dem Operationsboard mit einer speziellen Inhalations-
vorrichtung stetig mit einer ausreichenden Menge an Sevofluran versorgt. 
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Es folgte die gründliche Rasur des abdominalen Fells mit anschließender Hautreinigung 
und -desinfektion mittels Chlorhexidingluconat-Lösung.  
Die Operation begann mit einer circa einen Zentimeter langen, minimal links-lateralen 
Hautinzision etwa 0,5 cm oberhalb des Genitals. Nach sorgfältiger Entfernung des 
subkutanen Bindegewebes folgte eine ebenfalls einen Zentimeter lange Inzision der 
abdominalen Muskelschichten. Anschließend wurden Haut- und Muskelgewebe durch 
zwei Retraktoren nach lateral aufgespannt um einen optimalen Blick auf die nun 
geöffnete Bauchhöhle zu erlangen.  
Der Ureter wurde zusammen mit den uretralen Blutgefäßen mit Hilfe zweier Pinzetten 
aufgesucht und vorsichtig aus der Bauchhöhle angehoben. Nachdem der korrekte 
Ursprung des Ureters aus dem Nierenbecken überprüft worden war, folgte die 
zweifache Ligation mittels mehrfach verknoteter nicht resorbierbarer USP 5-0 Nylon-
fäden im Abstand von ca. 2 mm (Abb. 9, a). Der Ureter wurde zwischen beiden 
Ligationen mechanisch durchtrennt und die überstehenden Fäden getrimmt. Die 
Durchtrennung des Ureters mit anschließender narbiger Umbildung der Schnittenden 
gewährleistete eine optimale Obstruktion des Harnleiters, auch wenn sich die Fäden 
im postoperativen Verlauf lösen sollten. Um eine angemessen lokale Schmerzkontrolle 
zu erlangen wurden zwei bis drei Tropfen Morphin auf den operierten Ureter 
geträufelt.  
Die abdominalen Muskelschichten wurden mithilfe einer invertierten C-Naht (USP 4-0, 
nicht resorbierbar) verschlossen. Die Haut wurde durch eine fortlaufendende kutane 
Naht (USP 4-0, nicht resorbierbar) mit drei bis vier Stichen vernäht (Abb. 9, b). 
Im Anschluss an die Operation wurde die Maus mit einer intraperitonealen Dosis von 
100 µl Carprofen (1 mg/ml) zur zusätzlichen Schmerz- und antiphlogistischen Kontrolle 
versorgt. Dieser Schritt wurde nach 24 Stunden wiederholt.  
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Nach Abschluss der Operation wurden die Mäuse zunächst täglich auf Anzeichen von 
Schmerzen und unzureichender Wundheilung untersucht. Gegebenenfalls mussten die 
Hautnähte erneuert werden.  
Abb. 9: UUO-Prozedur. a Operationssitus nach erster Ligation des Ureters mittels Nylonfaden b 
Operationswunde mit fortlaufender Naht. 
 
Die bildgebende Untersuchung der hydronephrotischen Mausniere wurde im Rahmen 
unserer Untersuchungen jeweils 12 Wochen nach der UUO-Prozedur durchgeführt. Zu 
diesem Zeitpunkt war die Niere auf ein durchschnittliches Maß von ca. 15 x 10 mm 
angeschwollen und die Glomeruli sowie Gefäßstrukturen befanden sich oberflächlich 
in einer dünnen Schicht von Nierenparenchym (Abb. 10). 
 
 
 
 
Abb. 10: Hydronephrotische Niere zwölf 
Wochen nach UUO-Prozedur (C57BL6/J 
Maus, Niere nach lateral externalisiert). 
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2.5 Katheterisierung der Halsvene 
 
Um während des Experimentes eine ausreichende Versorgung der Maus mit Anäs-
thetika und Reagenzien sicherzustellen, wurde vor Beginn des Experimentes die 
Halsvene der Maus katheterisiert. Da die nachfolgende Externalisierung der hydro-
nephrotischen Niere auf der linken Seite erfolgte, wurde der Katheter in die rechte 
Halsvene eingeführt. 
Hierzu wurde die Maus zunächst vor Beginn des Experimentes durch die intraperi-
toneale (i.p.) Injektion von 150 mg/kg KG Ketamin und 10 mg/kg KG Xylazin 
narkotisiert. Nach kurzer Einwirkzeit wurde die Narkose mittels Beurteilung der 
Schnurrhaarbewegung, der Atemfrequenz sowie des pinch-toe test beurteilt, an-
schließend wurde mit der eigentlichen Prozedur begonnen. Die Operation wurde unter 
einem Sektionsmikroskop mit 3-facher Vergrößerung durchgeführt, um eine optimale 
Sicht während der Katheteranlage zu gewährleisten. 
Das Fell der rechten Halsregion wurde entfernt und die Maus rücklings auf einer 
Arbeitsplatte fixiert (Abb. 11, a). Es folgte eine ca. 1 cm lange Hautinzision entlang des 
anatomischen Verlaufs der Halsvene. Nach seitlicher Retraktion beider Wundränder 
wurde die Halsvene mit zwei gebogenen Pinzetten aus dem umliegenden Fett- und 
Muskelgewebe freipräpariert und zwei Nylonfäden (USP 3-0, nicht resorbierbar) unter 
der Halsvene hergeführt (b).  
Der kraniale Faden wurde fest um die Vene verknotet und an der Arbeitsplatte fixiert. 
Dadurch spannte sich die Halsvene auf und bot einen optimalen Zugang für die 
Punktion dar. Der zweite Nylonfaden wurde kaudal des ersten lose um die Venen 
verknotet, um später den Katheter zu fixieren (c). Die Halsvene wurde nun vorsichtig 
mittels einer 30G Nadelspitze punktiert und der spitz zugeschnittene Katheter (PE10) 
vorsichtig unterhalb der eingeführten Nadel in das Gefäßlumen vorgeschoben.  
Das andere Ende des Katheter war zu diesem Zeitpunkt über eine 30G Nadel mit einer 
NaCl gefüllten 1 ml Spritze verbunden. Die korrekte Lage des Katheters wurde durch 
die vorsichtige Injektion von NaCl sowie leichter Blutaspiration überprüft. Es wurde 
darauf geachtet, keine Luft in das Gefäßsystem der Maus gelangen zu lassen, da dies 
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meist zu einer letalen Luftembolie der Lunge führt. Der korrekt liegende Katheter 
wurde abschließend mit beiden Nylonfäden an der Halsvene fixiert (d). 
Abb. 11: Katheterisierung der Halsvene. a Rasur der rechten Halsregion, b Freipräparierte Halsvene 
mit Nylonfäden, c Aufspannen der Halsvene mithilfe des kranial verknoteten Fadens, d Fertig 
eingebrachter und fixierter Halsvenenkatheter. 
 
2.6 Präparation der Niere 
 
Zur optimalen intravitalen Untersuchung des Nierengewebes mittels konfokaler MPM 
musste die Niere zunächst für die Mikroskopie zugänglich gemacht werden. Die linke 
Flanke der Maus wurde dazu großzügig enthaart (Abb. 12, a) und über eine 2 bis 3 cm 
lange Hautinzision entlang der anatomischen Lage der Niere eröffnet (b). Die 
abdominalen Muskelschichten der Bauchwand wurden mithilfe eines Elektrokauters 
durchtrennt. Dabei wurde stets auf eine ausreichende Kühlung des Gewebes geachtet 
um mögliche Hitzeschäden des Nierengewebes zu vermeiden. Die Inzision des Muskel-
gewebes sollte eine Länge von ca. 1 bis 1,5 cm nicht überschreiten (c). Somit konnte 
gewährleistet werden, dass die Niere nach Externalisierung zusätzlich durch das 
Muskelgewebe am Nierenstil fixiert wird. 
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Die Maus wurde nun auf eine spezielle Wärmeplatte überführt und die hydronephro-
tische Niere auf eine weitere kleine Wärmeplatte externalisiert (d). Der Urin wurde 
über eine am oberen Pol der Niere eingeführte 30G Nadel vorsichtig entfernt (e). Die 
Menge an Resturin, der in der Niere verblieb, ist von der Größe der hydronephro-
tischen Niere abhängig. Es sollte versucht werden nicht zu viel Urin abzuführen, da 
ansonsten die Niere vollständig kollabiert. Auch eine zu große Menge an Resturin ist 
problematisch, da beim Aufbringen des Objektträgers ansonsten zu viel Druck auf das 
Nierenparenchym ausgeübt wird und die Perfusion der Niere negativ beeinträchtigt 
wird. 
Die externalisierte Niere wurde anschließend auf der Wärmeplatte fixiert um sie für 
die intravitale Mikroskopie gut zugänglich zu machen. Dies erfolgte mit Hilfe dreier 
Nylonfäden, die entlang der Nierenkapsel am Parenchym und Fettgewebe befestigt 
wurden (f) und nachfolgend zum Aufspannen der Niere dienten (g). Während der 
Fixierung sollte auf die ausreichende Befeuchtung der Niere geachtet werden um 
mögliche Parenchymschäden durch Austrocknen zu vermeiden. 
Um die Niere für die intravitale Mikroskopie vorzubereiten wurde sie mit NaCl-Lösung 
umspült und mit einem Deckglas vorsichtig von oben fixiert (h). Es wurde darauf 
geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen Niere und Deckglas befanden, da diese 
die Bildgebung behindert hätte. Das Deckglas wurde mit Schmierfett abgedichtet, so 
dass die Niere zu jeder Zeit mit NaCl-Lösung umspült war und während des 
Experiments nicht austrocknete. Ein Ring aus Schmierfett auf der Oberseite des 
Deckglases diente später der NaCl-Immersion des Objektes zur Optimierung der 
Bildgebung. 
Die Narkose der Maus musste während der gesamten Präparation kontinuierlich, wie 
zuvor beschrieben, überprüft und gegebenenfalls durch erneute Anästhetikagabe auf-
gefrischt werden.  
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Abb. 12: Präparation der Niere. a Rasur der rechten Flanke, b Hautinzision, c Inzision der 
abdominellen Muskelschichten, d Externalisierung der hydronephrotischen Niere auf die 
Wärmeplatte, e Entnahme des Urins, f Befestigung der Fixierungsfäden, g Aufspannen der Niere, h 
Aufbringen des Deckglases. 
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2.7 Vorbereitung zur intravitalen 
Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie 
 
Nach der Nierenpräparation für die intravitale Mikroskopie wurden die Mäuse zusam-
men mit der Wärmeplatte auf dem Objekttisch des Mikroskops positioniert (Abb. 13). 
Ich verwendete ein Leica SP5 konfokales Multiphotonenfluoreszenzmikroskop (Leica 
Microsystems, Heidelberg, Germany), welches mit einem 20X 1.0 NA WI Objektiv 
(Leica) ausgestattet war. Der theoretische Hintergrund der konfokalen MPM wurde 
bereits an anderer Stelle erläutert.  
Abb. 13: Präparierte Maus auf dem Objekttisch des SP5 Mikroskops. 
 
Vor Beginn der Aufzeichnung musste zunächst eine zur intravitalen Mikroskopie 
geeignete Stelle im Nierengewebe gefunden werden. Hierzu wurde das Nierenpräparat 
vorerst mit einem blauen Laser (420 nm) angeregt. Durch die Autofluoreszenz des 
Gewebes ließ sich ein geeignetes Gesichtsfeld auffinden. Dabei war es wichtig, dass die 
einzelnen Glomeruli im Gesichtsfeld eine bestmögliche Blutperfusion aufwiesen und 
die Menge an periglomerulärem Bindegewebe möglichst gering war. Um im Anschluss 
an den Versuch eine optimale Analyse des aufgezeichneten Bildmaterials gewähr-
leisten zu können, wurde das SP5 Mikroskop zunächst auf die versuchsspezifischen 
Modalitäten eingestellt. Das SP5-System arbeitet mit der Software LAS AF (Leica 
Application Suite Advanced Fluorescence, Leica Microsystems, Heidelberg, Germany), 
mit der sich verschiedenste Parameter einstellen ließen. Abbildung 14 zeigt die 
Benutzeroberfläche der Software. 
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Abb. 14: Benutzeroberfläche von LAS AF (Leica Application Suite Advanced Fluorescence) a Wahl 
der Aufzeichnungsmethode (z.B. xyzt) b Feinjustierung der Horizontalebene c Einstellung der 
Laserparameter d Definition des Z-Stacks e Auswahl der Detektoren f Einstellung des 
Versuchszeitraums und der Abbildungshäufigkeit (Quelle: Eigener Screenshot des Programms LAS 
AF). 
Zunächst erfolgte die Einstellung der Laserparameter (c). Den prozentualen Anteil der 
maximalen Laserpower (transmission) wählte ich je nach Transparenz des Nieren-
präparates zwischen 20 und 45 %. Die Wellenlänge lag in Abhängigkeit des Versuches 
bei 810 oder 900 nm. Die Werte für gain und offset lagen bei allen Experimenten bei 
100 bzw. 70 %. Als Aufzeichnungsmethode verwendete ich den Modus „xyzt“ der die 
dreidimensionale Aufnahme eines Quaders über einen bestimmten Zeitraum 
ermöglichte (a). Über das Bedienfeld „XY“ (b) ließen sich die gewählten Glomeruli 
durch Rotation, Zoom und Verschiebung in XY-Richtung in der Mitte des Gesichtsfelds 
zentrieren. Um später für die jeweilige Maus ausreichend repräsentative Daten zu 
erhalten, zeichnete ich drei bis vier Glomeruli gleichzeitig auf. Die Größe des Z-Stacks 
(d) stellte ich je nach Größe der Glomeruli auf einen Wert zwischen 120 und 150 µm 
mit einem Rasterabstand von ca. 6 µm ein. Da die Atembewegung der Maus während 
des Experiments zu Bewegungen des Präparats entlang der Z-Achse führen kann, ist es 
wichtig den Z-Stack so groß zu wählen, dass kleine Bewegungen des Gewebes toleriert 
werden können. Das emittierte Fluoreszenzsignal zeichnete ich je nach Versuch mit 
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den Detektoren NDD 1-4 auf (e). Ich wählte eine Gesamtaufnahmezeit von 1 Stunde 
mit Aufzeichnungsintervallen von 30 Sekunden (f).  
Nachdem alle Parameter korrekt eingestellt und die versuchsspezifischen Antikörper 
zeitgerecht verabreicht worden waren, startete ich die einstündige Aufzeichnung. Die 
Narkose der Maus sollte alle 5 Minuten anhand der Schnurrhaarbewegung und des 
pitch-toe-tests überprüft werden. In Abständen von 20 Minuten erfolgte die Narkose-
auffrischung mit jeweils 30 µl des Ketamin/Xylazin-Gemisches.  
 
2.8 Kardiale Punktion  
 
Bei einigen Experimenten war es zur Analyse verschiedener Parameter notwendig, der 
untersuchten Maus im Anschluss an das Experiment Blut zu entnehmen. Ich verwen-
dete das gut beschriebene Modell der kardialen Punktion (Hoff, 2000). Mittels  
kardialer Punktion lässt sich bei einer final anästhetisierten Maus je nach Größe und 
Gewicht der Maus ein Blutvolumen von bis zu 1 ml gewinnen. Dazu wird zunächst eine 
1 ml-Spritze mit ca. 50 µl einer Heparinlösung gefüllt und mit einer 26G Nadel 
bestückt. Anschließend legt man die Maus möglichst gerade auf eine feste Unterfläche 
und führt die Nadel linkslateral ca. 0,5 cm unterhalb der Achselhöhle mit einem 
Anstellwinkel von ca. 30° nach kranial waagerecht durch den Brustkorb ein. Sobald der 
Ventrikel des Herzens punktiert ist, erscheint eine leicht pulsierende Blutsäule in der 
Spritze. Durch vorsichtiges Aufziehen der Spritze wird verhindert, dass der Ventrikel 
kollabiert. Vor Durchführung der kardialen Punktion ist auf eine ausreichend tiefe 
Narkose der Maus zu achten. Im Anschluss wird die Maus durch zervikale Dislokation 
schonend getötet. 
 
2.9 Digitale Auswertung des Bildmaterials 
 
Das mit dem SP5 Multiphotonenmikroskop aufgenommene Bildmaterial der einzelnen  
Experimente wurde im Anschluss zur Analyse des Verhaltens der neutrophilen Granu-
lozyten digital ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels der Software Imaris 
(Bitplane, Scientific Solutions). Imaris ist ein Programm, das die Visualisierung, Seg-
mentierung und Interpretation von dreidimensionalen Mikroskopaufnahmen er-
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möglicht. In diesem Abschnitt gehe ich kurz auf die unterschiedlichen Möglichkeiten 
der dreidimensionalen Bildanalyse mit Imaris ein. 
Zunächst ließen sich Helligkeit, Kontrast und Intensität der verschiedenen Farbkanäle 
einstellen. Mit diesen Einstellungen sollte versucht werden eine optimale Bilddar-
stellung des Präparates zu erhalten. Es ist darauf zu achten, dass sich die angefärbten 
Zellen zu jedem Zeitpunkt klar von dem verwendeten vaskulären Marker abgrenzen 
lassen und auch schwächer angefärbte Zellen noch gut sichtbar sind. Je nach Kom-
bination von zellulärem und vaskulärem Marker ist es auch möglich einen bestimmten 
Farbton, der vom Detektor des Mikroskops aufgenommen wurde, vollständig zu än-
dern um die Kontrasteigenschaften zwischen den glomerulären Gefäßstrukturen und 
der passierenden Zellen zu verbessern. 
Für die eigentliche Analyse des Bildmaterials stehen in Imaris vier verschiedene 
Darstellungsvarianten zur Verfügung: 
a. Dreidimensionale Ansicht 
In der dreidimensionalen Ansicht wird der gesamte Z-Stack in Form eines Würfels 
dargestellt, der sich frei in allen Ebenen rotierend lässt. Hierdurch wird eine optimale 
räumliche Darstellung des Glomerulus und der Zellen gewährleistet. Nachteil dieser 
Projektionsart ist die oftmals nicht vermeidbare Anfärbung von Bindegewebsstruk-
turen, die eine klare Sicht auf den Glomerulus behindern kann. Ein weiterer Nachteil 
ist das vergleichbar geringe Auflösungsvermögen der dreidimensionalen Ansicht. Ins-
besondere bei kleinen Glomeruli und Zellen kann eine optimale Beurteilung dadurch 
eingeschränkt sein.  
 
 
 
 
 
Abb. 15: Dreidimensionale Darstellungsweise 
der murinen Nierenglomeruli (türkis) und der 
neutrophilen Granulozyten (leuchtend rot, 
innerhalb der Glomeruli; Quelle: Eigene Auf-
nahme mit Imaris). 
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b. Ebenenansicht 
In der Ebenenansicht wird immer nur eine Ebene des Z-Stacks gleichzeitig dargestellt. 
Dadurch kann man jede Ebene in voller Bildgröße analysieren und anschließend 
zwischen verschiedenen Ebenen wechseln. Nachteil dieser Darstellung ist der hohe 
zeitliche Aufwand, der für die separate Analyse der einzelnen Ebenen benötigt wird. 
Abb. 16: Funktionsschema der Ebenenansicht (Nierenglomeruli (türkis) und neutrophile Granulozy-
ten (leuchtend rot, innerhalb der Glomeruli; Quelle: Eigene Kreation mit Adobe PS 5.1 unter 
Verwendung eigener Aufnahmen mit Imaris). 
 
c. Maximalprojektion 
In der Maximalprojektion werden alle Ebenen des aufgenommenen Z-Stacks über-
einander projiziert und somit ein einziges zweidimensionales Bild erzeugt. Eine Zelle, 
die sich im dreidimensionalen Raum des Glomerulus bewegt, wird somit als rundlicher 
Punkt dargestellt, der sich nur in der XY-Ebene bewegt. Aufgrund der überlagernden 
Projektionen aller Ebenen sind auch schwächer angefärbte Zellen gut erkennbar. Der 
Nachteil dieser Ansicht liegt in der Abgrenzung verschiedener Zellen, die sich in einer 
räumlichen Nähe zueinander befinden und aufgrund von Bewegungen in der Z-Ebene 
nur durch andere Darstellungen zu unterscheiden sind. 
 
Material und Methoden 
 
53 
 
 
 
 
 
 
Abb. 17: Maximalprojektion der murinen Nieren-
glomeruli (türkis) und der neutrophilen Granulozy-
ten (leuchtend rot, innerhalb der Glomeruli; 
Quelle: Eigene Aufnahme mit Imaris). 
 
d. Galerieansicht 
Die Galerieansicht stellt alle aufgenommenen Ebenen gleichzeitig in örtlicher Abfolge 
dar. Auf diese Weise lässt sich die Bewegung der Zellen im Glomerulus optimal in allen 
räumlichen Ebenen verfolgen. Auch die Abtrennung von nahe beieinander liegenden 
Zellen ist in dieser Ansicht deutlich einfacher. Von Nachteil ist die reduzierte Größe der 
einzelnen Schnittbilder. 
Abb. 18: Galerieansicht der murinen Nierenglomeruli (türkis) und der neutrophilen Granulozyten 
(leuchtend rot, innerhalb der Glomeruli; Quelle: Eigene Aufnahme mit Imaris). 
 
Da alle vier Darstellungsvarianten Vor- und Nachteile mit sich bringen, wechselte ich 
für die optimale Analyse meiner experimentellen Daten zwischen den unterschied-
lichen Ansichtsmodi. 
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2.10 Komplementfaktor C3-ELISA 
 
Der murine C3-ELISA stellt ein Verfahren zur Bestimmung der C3-Komplementfaktor-
konzentration in Mausseren dar. ELISA steht hierbei für enzyme-linked immuno sorbent 
assay (engl. für enzymgekoppelter Immunoadsorptionstest) und beschreibt ein bio-
chemisches Nachweisverfahren, das mithilfe einer enzymatischen Farbreaktion die 
Konzentrationsbestimmung eines Antigens ermöglicht. Bei dem von mir verwendeten 
C3-ELISA handelt es sich um einen Sandwich-ELISA. Hierbei wird das zu untersuchende 
Antigen mittels eines ersten capture-Antikörpers, der zuvor auf einer 96-well-Mikro-
titer-Platte aufgebracht wurde, aus dem Mausserum gebunden und immobilisiert. 
Innerhalb eines bestimmten Referenzbereiches verhält sich die Menge an gebunden-
em Antigen dabei proportional zu der Konzentration des Antigens im Serum. Es folgt 
die Applikation eines zweiten detection-Antikörpers, der ebenfalls, an einer anderen 
Bindungsstelle, am Antigen bindet. Der sekundäre Antikörper ist mit einer Meerret-
tichperoxidase (HRP) konjugiert, die anschließend in der Lage ist eine Substratlösung 
umzusetzen. Der dabei zu beobachtende Farbumschlag korreliert mit der Antigen-
konzentration und lässt sich mit einem Fotometer quantifizieren. Eine Bestimmung der 
absoluten C3-Konzentration ist durch die Auftragung einer C3-Standardreihe möglich. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19: Schema zum Funktionsprinzip des murinen C3-ELISAs. Ein anti-C3-Primärantikörper ist 
auf der 96-well-Mikrotiterplatte immobilisiert und bindet den Komplementfaktor C3 aus dem 
Mausserum. Ein Sekundärantikörper, der mit einer Meerrettichperoxidase konjugiert ist, bindet 
ebenfalls das C3-Antigen. Die Meerrettichperoxidase katalysiert anschließend die Umsetzung der 
Substratlösung. Der zu beobachtende Farbumschlag lässt sich mithilfe eines Fotometers quanti-
fizieren (Quelle: Eigene Kreation mit Adobe PS 5.1).  
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Im Einzelnen wurden die zu untersuchenden Mausseren mit Verdünnungslösung auf 
eine Konzentration von 1/50.000 vorverdünnt. Der Primärantikörper (anti-C3) ist 
bereits zuvor maschinell auf die Mikrotiterplatte aufgetragen worden. Um später die 
absolute C3-Konzentration bestimmen zu können erfolgte die Aufbringung einer C3-
Standardreihe. Hierzu werden je 100 µl einer standardisierten C3-Lösung in sich 
halbierenden Konzentrationsschritten von 200 ng/ml bis 3,125 ng/ml sowie der 
Leerwert auf die Mikrotiterplatte aufgetragen. Jeweils 100 µl der verdünnten 
Mausseren werden ebenfalls auf die Platte pipettiert. Es folgt eine 20 minütige 
horizontale Inkubation bei Raumtemperatur. Anschließend wird der Inhalt der wells 
aspiriert und viermalig mit Waschpuffer gespült. Dabei ist auf eine vollständige 
Entfernung des Waschpuffers zu achten. Je 100 µl des Meerrettichperoxidase-
konjugierten Sekundärantikörpers werden aufgetragen und die Platte bei Raumtempe-
ratur horizontal im Dunkeln für weitere 20 Minuten inkubiert. Der Waschschritt wird 
wiederholt. Als Substrat für die Meerrettichperoxidase wird 3,3',5,5'-Tetramethyl-
benzidin (TMB) verwendet. In jedes well werden 100 µl TMB pipettiert und die Platte 
erneut horizontal bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach ca. 10 Minuten 
wird die Substratreaktion mit einer Stoplösung beendet und die Extinktion der 
einzelnen wells bei 450 nm mittels Photometer bestimmt. 
 
2.11 Statistische Auswertung der Messwerte  
 
Die statistische Auswertung der Messwerte erfolgte mithilfe der Software GraphPad 
Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, USA). Es wurden die Mittelwerte und die 
dazugehörigen SEM ermittelt. Zur Signifikanzbestimmung diente der two-tailed 
unpaired student’s t-test. P-Werte wurden für ein 95 %-Konfidenzintervall berechnet. 
Ab einem P-Wert von p ≤ 0,05 wurden die Unterscheide zwischen zwei Größen als 
signifikant angesehen und in Diagrammen mit einem Stern (*) dargestellt. Ab einem P-
Wert von p ≤ 0,01 wurde der Grad der Signifikanz mit zwei Sternen (**), ab einem P-
Wert von p ≤ 0,001 mit drei Sternen (***) angegeben. 
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3 Ergebnisse 
 
 
Der Ergebnisteil meiner Dissertation gliedert sich in verschiedene Experimentengrup-
pen mit unterschiedlichem Aufbau und Zielsetzungen. Alle dargestellten Daten wurden 
mit der bereits beschriebenen Methodik der intravitalen konfokalen Multiphotonen-
fluoreszenzmikroskopie des Nierenglomerulus erhoben. Experimentspezifische Gege-
benheiten werden kurz vor der Darstellung der Daten erläutert. Alle Abbildungen im 
Ergebnisteil meiner Dissertation wurden, unter Verwendung eigener Aufnahmen aus 
Imaris und GraphPad Prism, eigenständig mit Adobe PS 5.1 erstellt. 
 
3.1 Adhäsion und Migration neutrophiler Granulozyten in 
unbeschädigten glomerulären Kapillaren 
 
In den vergangenen zehn Jahren gewann die Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie im 
Bereich der intravitalen Untersuchung verschiedener Organsysteme zunehmend an 
Bedeutung und etablierte sich als leistungsstarke Methodik zur Beurteilung von 
immunologischen Vorgängen in in-vivo imaging Laboratorien (Garside and Brewer, 
2008; Mazo et al., 2005; Miller et al., 2002; Nava et al., 2010; Peti-Peterdi et al., 2012). 
Insbesondere in der intravitalen Darstellung des Nierengewebes stießen konventio-
nelle Mikroskopieverfahren aufgrund der geringen Tiefendarstellung und einer sehr 
hohen Fototoxizität schnell an ihre Grenzen. Die Entwicklung des konfokalen Multipho-
tonenfluoreszenzmikroskops überwand diese Einschränkungen und ermöglichte 
unserer Arbeitsgruppe nun eine mehrkanalige, dreidimensionale Tiefengewebsdar-
stellung des Nierenglomerulus über einen verlängerten Zeitraum, die mit einer 
vergleichbar geringen Fototoxizität einhergeht (Devi et al., 2012). 
Zunächst beobachtete ich das Verhalten neutrophiler Granulozyten in physiologischen, 
nicht entzündlich veränderten Nierenglomeruli. Die Zellen und die renalen Gefäß-
strukturen wurden durch die intravenöse Gabe von 10 µl anti-Gr1-PE bzw. 7 µl Pac-
Blue-Dextran angefärbt und mit der beschriebenen Methodik in Intervallen von 30 
Sekunden über einen Zeitraum von 60 Minuten abgebildet. Das emittierte Fluoreszenz-
signal wurde mit den Detektoren NDD 1 und NDD 3 aufgezeichnet. 
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Unerwarteterweise zeigte sich, dass neutrophile Granulozyten auch in Abwesenheit 
eines inflammatorischen Stimulus Phasen der Migration und Adhäsion in den 
glomerulären Kapillaren durchlaufen, bevor sie den Glomerulus mit dem Blutstrom 
wieder verlassen. Der üblichen Klassifikation für Leukozyten in der intravitalen 
Mikroskopie entsprechend wurden Neutrophile, die für mehr als 30 Sekunden im 
Glomerulus verweilten, als adhärente Zellen definiert. Während der einstündigen 
Aufzeichnungsperiode entsprachen durchschnittlich 20,83 Zellen (N=6, SEM=2,53) 
diesem Kriterium. Die Zeit vom Eintreffen einer Zelle bis zum Zeitpunkt des Ablösens 
von der Gefäßwand und des Verlassens des Glomerulus wurde als Verweildauer (dwell 
time) definiert. Die Verweildauer, oder auch Aufenthaltszeit, der neutrophilen 
Granulozyten lag in unbehandelten, nicht entzündlich veränderten Glomeruli bei 
durchschnittlich 2,8 Minuten (N=6, SEM=0,521).  
Bei der genaueren Betrachtung der Zellen im Glomerulus ließen sich weiterhin zwei 
unterschiedliche Verhaltensphänotypen beschreiben. Zum einen waren neutrophile 
Granulozyten zu beobachten, die während ihres gesamten Aufenthalts weitestgehend 
an einem Ort der glomerulären Gefäßstruktur verweilten. Diese Zellen wurden als 
statische Neutrophile (static neutrophils) bezeichnet. Auf der anderen Seite fanden 
sich Zellen, die entlang der vaskulären Struktur migrierten und dabei ihre morpho-
logische Struktur änderten. Diese Zellen wurden als migrierende Neutrophile (crawling 
neutrophils) definiert. In den Abbildungen 20 und 21 ist der Unterschied zwischen 
statischen und migrierenden Neutrophilen dargestellt.  
Abb. 20: Neutrophiler Granulozyt vom statischen Phänotyp (static neutrophil, rote Struktur 
innerhalb des weiß gepunkteten Kreises, gefärbt mit anti-Gr1-PE) im murinen Nierenglomerulus 
(türkis, gefärbt mit Pac-Blue-Dextran). Aufnahme mit SP5 Multiphotonenmikroskop, Auswertung 
mit Imaris (ausführliche Beschreibung der Methodik unter Kapitel 2.6 und 2.8; Quelle: Eigene 
Aufnahmen mit Imaris, modifiziert mit Adobe PS 5.1). 
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Da neutrophile Granulozyten vom statischen Phänotyp teilweise minimale Bewe-
gungen erkennen ließen, war es notwendig eine klar definierte Grenze festzulegen. So 
wurden erst die Neutrophilen, die eine längere Strecke als ihren eigenen gemittelten 
Durchmesser zurückgelegt hatten, als migrierende Zellen (crawling neutrophils) 
klassifiziert. Zellen, die eine geringere Strecke zurücklegten wurden als statische 
Neutrophile (static neutrophils) angesehen. 
Abb. 21: Neutrophiler Granulozyt vom migrierenden Phänotyp (crawling neutrophil, rote Struktur 
zunächst innerhalb des weiß gepunkteten Kreises, dann entlang der weiß gestrichelten Linie durch 
den Glomerulus migrierend, gefärbt mit anti-Gr1-PE) im murinen Nierenglomerulus (türkis, gefärbt 
mit Pac-Blue-Dextran). Aufnahme mit SP5 Multiphotonenmikroskop, Auswertung mit Imaris 
(Quelle: Eigene Aufnahmen mit Imaris, modifiziert mit Adobe PS 5.1). 
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3.2 Anti-MPO-Antiköper führen in C57BL6/J Mäusen zu einer 
gesteigerten Verweildauer von neutrophilen Granulozyten im 
Glomerulus 
 
Nachdem ich das Verhalten von neutrophilen Granulozyten im physiologischen, nicht 
entzündlich veränderten Glomerulus untersucht hatte, wollte ich den möglichen Aus-
wirkungen von GN induzierenden anti-MPO-Antikörpern auf das Verhalten der 
Granulozyten nachgehen.  
Wie bereits im Einleitungsteil meiner Dissertation ausführlich beschrieben, ist eine 
pathogene Rolle der anti-MPO-Antikörper in der Entstehung der ANCA-assoziierten 
Glomerulonephritis als sehr wahrscheinlich anzunehmen (Bansal and Tobin, 2004; 
Little et al., 2005; Sanders et al., 2006; Xiao et al., 2002). Des Weiteren werden 
neutrophile Granulozyten auf dem heutigen Stand der Forschung als Hauptverursacher 
des glomerulären Schadens angesehen (Jennette et al., 2006; Kallenberg, 2011; Lionaki 
et al., 2007). Aus diesen Gründen schien die genauere Untersuchung der Effekte von 
anti-MPO-AK auf das Verhalten der Neutrophilen von Bedeutung zu sein. 
 Zunächst war es wichtig ein optimales Modell mit einer bestmöglichen Dosierung der 
Antiköper zu entwickeln. Kuligowski et al., die das Verhalten von neutrophilen 
Granulozyten im Glomerulus mittels herkömmlicher intravitaler Mikroskopie beurteilt 
hatten, postulierten zwei unterschiedliche Vorgehensweisen. Zum einen beschrieben 
sie ein Modell, in dem die einmalige Administration von 200 µg/Maus anti-MPO-AK zu 
einer gesteigerten Adhäsion von neutrophilen Granulozyten führt (Kuligowski et al., 
2009). Zusätzlich beobachtete die Arbeitsgruppe vergleichbare Ergebnisse durch eine 
geringe Dosis von anti-MPO-AK (50 µg/Maus) bei gleichzeitiger Vorbehandlung der 
Mäuse mit Lipopolysaccharid (LPS). Die Administration von LPS führt in den Mäusen zu 
einem unmittelbaren Anstieg der TNF-α Serumkonzentration (Huugen et al., 2005). 
Dieser proinflammatorische Stimulus resultiert wiederum in einer Sensibilisierung der 
neutrophilen Granulozyten im Hinblick auf die Aktivierung durch ANCAs und verstärkt 
somit die krankheitsinduzierende Wirkung der anti-MPO-Antikörper (Falk et al., 1990b; 
Rarok et al., 2003; Reumaux et al., 1995). Da Huugen et al. (Huugen et al., 2005) in 
ihrem Modell, verglichen mit der LPS-Dosis von 0,1 µg/Maus, die Kuligowski et al. 
(Kuligowski et al., 2009) verabreichten, für höhere LPS-Dosen noch stärkere Effekte 
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zeigen konnten, wählte ich zunächst eine Dosis von 1 µg LPS/Maus, welche den 
Mäusen vier Stunden vor Administration der anti-MPO-Antikörper intraperitoneal 
verabreicht wurde. Die Auswertung des aufgezeichneten Bildmaterials zeigte jedoch 
eine zu starke Adhäsionsantwort der neutrophilen Granulozyten, die die Wirkung der 
anti-MPO-Antikörper überschattete. Zudem zeigte sich in den renalen Blutgefäßen 
außerhalb der Glomeruli eine ausgeprägte, durch das verabreichte LPS bedingte, 
Adhäsion neutrophiler Granulozyten, die den eigentlich glomerulär stattfindenden 
Effekt zu beeinflussen schien (Daten sind nicht gezeigt). Aus diesen Gründen führte ich 
meine Experimente mit der ursprünglichen Dosis von Kuligowski et al. mit 0,1 µg LPS 
und 50 µg anti-MPO-(bzw. anti-OVA) durch. 
Um sicherzustellen, dass die Administration von LPS nicht die Gesamtzahl der 
Leukozyten im Blutsystem der Maus beeinflusst, bestimmte ich nach Abschluss jedes 
Experimentes die Gesamtanzahl an Leukozyten aus einer Blutprobe der Maus. Dazu 
wurde der Maus mittels kardialer Punktion Blut entnommen. Es folgte die gezielte Lyse 
von Erythrozyten mit 3 %iger Essigsäure. Die Leukozyten wurden anschließend mit 
Hilfe von Kristallviolett (1 %) angefärbt und ihre Gesamtzahl pro Milliliter in einer 
Neubauer Zählkammer bestimmt. Die Gesamtzahl an Leukozyten unterschied sich in 
Experimenten, in denen die Mäuse mit LPS vorbehandelt wurden, nicht von der Anzahl 
der Zellen in unbehandelten Mäusen (Daten sind nicht gezeigt). 
Circa drei Stunden nach intraperitonealer Injektion von 0.1 µg LPS wurden die Mäuse 
mit der beschriebenen Methodik zur intravitalen Mikroskopie präpariert. Anschließend 
erfolgte die Anfärbung der glomerulären Gefäßstrukturen mit 7 µl Pacific-Blue-Dextra. 
Die zu untersuchenden neutrophilen Granulozyten wurden mit 10 µl (2 µg) anti-Gr1-PE 
angefärbt. Beide Marker wurden ca. 5 Minuten vor Beginn der digitalen Aufzeichnung 
über den jugularen Katheter verabreicht. Die Administration von anti-MPO-Anti-
körpern (50 µg/Maus), die letztendlich zur Induktion der ANCA-assoziierten GN führen 
sollte, erfolgte wenige Sekunden vor Aufzeichnungsbeginn. Anschließend wurde das 
Nierengewebe für einen Zeitraum von einer Stunde aufgezeichnet (Abb. 22).  
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Abb. 22: Injektionsschema des Versuches 3.2 (LPS = Lipopolysaccharid, anti-MPO/OVA = anti-
Myeloperoxidase/Ovalbumin-Antikörper; Quelle: Eigene Kreation mit Adobe PS 5.1). 
 
Die Analyse des aufgezeichneten Bildmaterials führte zu einer interessanten Beo-
bachtung: Durch die Administration der anti-MPO-Antikörper zeigte sich im Vergleich 
zur anti-OVA-Gruppe eine signifikante Steigerung der Verweildauer von neutrophilen 
Granulozyten (Abb. 23, a). In der anti-MPO-Gruppe blieben die Zellen für einen 
Zeitraum von 6,3 Minuten (6,332 ± 0,2793; N=6) in den glomerulären Gefäßstrukturen 
adhärent, wohingegen in der anti-OVA-Gruppe die Neutrophilen den Glomerulus nach 
durchschnittlich 4 Minuten (4,062 ± 0,5296; N=6) wieder verließen. Im Vergleich zu der 
beobachteten Verweildauer der Neutrophilen im physiologischen Glomerulus (2,8 
Minuten, siehe Experiment 4.1) scheint es auch in Mäusen, die mit dem anti-OVA-
Kontrollantikörper behandelt wurden, zu einer Verweilzeitsteigerung gekommen zu 
sein. Diese Tatsache lässt sich jedoch über das in meinem Modell verabreichte LPS 
erklären, welches als pro-inflammatorischer Mediator ebenfalls zu einer verstärkten 
Adhäsion von neutrophilen Granulozyten am Gefäßendothel führt.  
Interessanter Weise führte der inflammatorische Stimulus der anti-MPO-AK aber nicht 
zu einer Zunahme der Gesamtzahl adhärenter neutrophiler Granulozyten (Abb. 23, b). 
Diese lag in der anti-OVA-Gruppe bei 23,6 Zellen/Stunde (23,61 ± 2,554; N=6) und in 
der anti-MPO-Gruppe bei 22,6 Zellen/Stunde (22,58 ± 3,257; N=6). 
Vergleicht man die Populationen von statischen Neutrophilen und migrierenden 
Neutrophilen miteinander, so fällt auf, dass nur im Bereich der migrierenden Neutro-
philen eine signifikante Zunahme der Verweildauer von 4,9 Minuten (4,896 ± 0,6418; 
N=6) auf 8,5 Minuten (8,460 ± 0,4994; N=6) auftritt (Abb. 23, d). Die minimale 
Verweilzeitsteigerung in der Untergruppe der statischen neutrophilen Granulozyten ist 
hingegen nicht signifikant (Abb. 23, c). 
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Abb. 23: Anti-MPO-Antiköper führen in C57BL6/J Mäusen zu einer gesteigerten Verweildauer von 
neutrophilen Granulozyten im Glomerulus. a Die Administration von 50 µg anti-MPO-Antikörper 
führt zu einer signifikanten Steigerung der Verweildauer (p = 0,0035). b Die Gesamtzahl adhärenter 
Zellen während der einstündigen Aufzeichnung wird durch die anti-MPO-AK nicht beeinflusst. c und 
d Die Zunahme der Verweildauer spiegelt sich insbesondere in der Untergruppe der crawling 
neutrophils (d, p = 0,0014). Die marginale Verweilzeitsteigerung im Bereich der static neutrophils ist 
nicht signifikant (c, p = 0,3095, Anti-OVA/MPO = Anti-Ovalbumin/Myeloperoxidase-Antikörper).  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Ergebnisse dieses Versuches die 
These einer pathogenen Beteiligung der anti-MPO-AK im Krankheitsgeschehen der 
ANCA-assoziierten Glomerulonephritis weiter untermauern. Die Schädigung der 
glomerulären Strukturen durch neutrophile Granulozyten wird dabei jedoch nicht über 
eine zahlenmäßige Zunahme an Neutrophilen erreicht, sondern spiegelt sich vielmehr 
in einer Steigerung ihrer Verweildauer im Nierenglomerulus wider.  
 
 
 
Ergebnisse 
 
63 
 
3.3 Anti-MPO-Antiköper führen in LysM-EGFP-Mäusen zu einer 
gesteigerten Verweildauer von neutrophilen Granulozyten im 
Glomerulus 
 
In dem vorangegangenen Experiment wurde zur Darstellung der neutrophilen Granulo-
zyten ein PE-gekoppelter anti-Ly-6G (Gr-1) Antikörper verwendet. In der Analyse des 
aufgezeichneten Bildmaterials bemerkte ich, dass vereinzelte Granulozyten ein 
schwächeres Färbungsmuster aufwiesen. Insbesondere bei Mäusen, die mit den 
krankheitsinduzierenden anti-MPO-Antikörpern behandelt wurden, stellte sich die 
Analyse teilweise als kompliziert heraus. Kuligowski et al. beschrieben bei der Verwen-
dung gleicher Antikörperkombinationen ähnliche Beobachtungen (Kuligowski et al., 
2009). Um sicherzustellen, dass der von mir beschriebene Effekt von anti-MPO-auf die 
Verweildauer von neutrophilen Granulozyten nicht eine artifizielle Erscheinung 
aufgrund von färbungsbedingten Analysefehlern war, testete ich mein intravitales 
MPO-Modell in einer speziellen LysM-EGFP-Mauslinie. Hierbei handelt es sich um 
Mäuse, bei denen das EGFP Gen in den Genlocus des Lysosoms M integriert wurde 
(Faust et al., 2000). Durch diesen knock-in exprimieren die neutrophile Granulozyten 
dieser dieser Mäuse in hohem Maße das grün fluoreszierende Protein und sind somit 
zuverlässig in der Fluoreszenzmikroskopie zu erkennen (Kreisel et al., 2010). Durch 
Verwendung der LysM-EGFP-Mäuse ließ sich ein möglicher artifizieller Effekt der anti-
Gr1-PE Färbung sicher ausschließen. 
Die Mäuse wurden nach üblichem Schema zur intravitalen Mikroskopie vorbereitet. 
Die glomerulären Gefäßstrukturen wurden mit 0,4 µl nicht-funktionalisiertem eFluor 
650NC (10 µM, eBioscience, San Diego, USA) angefärbt. Um ein optimales Fluores-
zenzsignal der GFP gekoppelten neutrophilen Granulozyten zu erhalten, erfolgte die 
Anregung des Präparates bei einer Wellenlänge von 900 nm. Das emittierte Signal der 
Granulozyten wurde mit dem Detektor NDD 2, das Signal des vaskulären Markers mit-
tels des NDD 4 für eine Stunde aufgezeichnet. Die anti-MPO-bzw. anti-OVA-Antikörper 
(jeweils 50 µg) verabreichte ich wiederum vier Stunden nach Injektion des LPS (0,1 µg), 
diesmal jedoch eine Stunde vor Beginn der Aufzeichnung. Durch die zeitlich vorgezo-
gene Administration wollte ich die zeitliche Komponente der anti-MPO-induzierten 
Steigerung der Verweildauer von Neutrophilen untersuchen.  
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Abb. 24: Anti-MPO-Antiköper führen in LysM-EGFP-Mäusen zu einer gesteigerten Verweildauer 
von neutrophilen Granulozyten im Glomerulus. a Die Administration von 50 µg anti-MPO-führte zu 
einem signifikanten Anstieg der Verweildauer (p = 0,002). b Die Gesamtanzahl von adhärenten 
Neutrophilen während der einstündigen Aufzeichungsperiode wies keine nennenswerten 
Veränderungen auf.  c und d Der Anstieg der Verweildauer zeigt sich sowohl in der Gruppe der 
static neutrophils als auch bei den crawling neutrophils (p =  0,0122 bzw. p = 0,0011). e Neutrophile 
Granulozyten sind durch die Expression von EGFP (grüne Zellen) klar erkennbar. Die Gefäßstruktur 
wurde mit nicht-funktionalisiertem eFluor 650NC bläulich angefärbt (Anti-OVA/MPO = Anti-
Ovalbumin/Myeloperoxidase-Antikörper). 
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Die Analyse des aufgezeichneten Bildmaterials führte im Hinblick auf Verweildauer und 
Gesamtzahl von adhärenten neutrophilen Granulozyten zu einem mit dem vorherigen 
Experiment vergleichbaren Ergebnis. Auch in LysM-EGFP-Mäusen führte die Adminis-
tration von 50 µg anti-MPO-Antikörpern zu einer signifikant erhöhten Verweildauer 
der Neutrophilen (Abb. 24, a). Die gemittelte Verweildauer steigerte sich von 5,7 
Minuten (5,660 ± 0,7171; N=6) in der anti-OVA-Kontrollgruppe auf einen Wert von 
10,5 Minuten (10,45 ± 0,9050; N=6) in der anti-MPO-Gruppe.  
Trennt man die Gesamtzahl der adhärenten Neutrophilen wiederum in die beiden 
Untergruppen der statischen und migrierenden Zellen auf, so zeigt sich in LysM-EGFP-
Mäusen eine signifikante Steigerung in beiden Subpopulationen (Abb. 24, c und d). In 
der Gruppe der static neutrophils ließ sich ein Anstieg von 3,4 Minuten (3,443 ± 
0,7524; N=6) in der Kontrollgruppe auf 6,3 Minuten (6,254 ± 0,5305; N=6) in der anti-
MPO-Gruppe verzeichnen. Bei den crawling neutrophils war der beobachtete Anstieg 
wiederum noch deutlicher zu sehen. Hier führte die Injektion der anti-MPO-Antikörper 
zu einem Anstieg der Verweildauer von 7,5 Minuten (7,528 ± 0,7694; N=6) auf 14,3 
Minuten (14,27 ± 1,268; N=6) 
Auch im Hinblick auf die Gesamtanzahl adhärenter Granulozyten ließ sich das Ergebnis 
mit dem zuvor Beobachtetem vergleichen. Die krankheitsinduzierenden anti-MPO-
Antikörper führten auch in LysM-EGFP-Mäusen nicht zu einem Anstieg der Neutrophi-
lenanzahl (Abb. 24, b). Es fanden sich während der einstündigen Aufzeichnungsperiode 
26,7 Zellen (26,68 ± 3,982; N=6) in der Kontrollgruppe und 24,8 Zellen (24,83 ± 2,199; 
N=6) in der anti-MPO-Gruppe. 
Einer der Gründe für die Durchführung des anti-MPO-Versuches in LysM-EGFP-Mäusen 
stellte die mögliche Verfälschung der Ergebnisse durch eine mangelnde Anfärbung der 
neutrophilen Granulozyten durch den zuvor verwendeten anti-Gr1-PE-Antikörper dar. 
Vergleicht man allerdings die Gesamtzahl der analysierten adhärenten Zellen in beiden 
Gruppen, so zeigt sich weder in der anti-OVA-Kontrollgruppe noch in der anti-MPO-
Gruppe eine nennenswerte Abweichung der Zellanzahl (Abb. 25).  
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Abb. 25: Vergleich der Gesamtanzahl analysierter neutrophiler Granulozyten. Es lässt sich zwischen 
der Verwendung des anti-Gr1-PE-Antikörper und LysM-EGFP-Mäusen kein Unterschied in der 
Anzahl der analysierten Zellen feststellen (Anti-OVA/MPO = Anti-Ovalbumin/Myeloperoxidase-
Antikörper, Anti-Gr1-PE = Mausgruppe, in denen die Neutrophilen mit anti-Gr1-PE-Antikörper 
angefärbt wurden, LysM-EGFP = Mausgruppe, die das grün fluoreszierende Protein (EGFP) auf der 
Neutrophilenoberfläche exprimieren). 
 
Die geäußerten Bedenken, dass die Verwendung des anti-Gr1-PE-Antikörpers in 
Mäusen, die mit anti-MPO-Antikörper behandelt wurden, zu einer unzureichenden 
Anfärbung der neutrophilen Granulozyten führt (Kuligowski et al., 2009) und somit die 
Daten verfälscht werden könnten, scheinen in meinem Modell keine nennenswerte 
Rolle zu spielen. Die Anfärbung der Neutrophilen mittels des anti-Gr1-PE-Antikörpers 
führt zu gleichen Ergebnissen wie die Verwendung von LysM-EGFP-Mäusen. 
Da sich die Präparation der Niere für die intravitale MPM in LysM-EGFP-Mäusen 
aufgrund von vermehrtem Fett- und Bindegewebe und einem suboptimalen Ansprech-
en der Mäuse auf die UUO-Prozedur oftmals als sehr schwierig herausstellte, wurden 
für die nachfolgenden Experimente wieder C57BL6/J Mäuse in Kombination mit dem 
anti-Gr1-PE-Antikörper verwendet.  
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3.4 Die Depletion des Komplementsystems mittels CVF führt im anti-
MPO-GN-Model zu einer Reduktion der durch anti-MPO-AK 
gesteigerten Verweildauer 
 
Nachdem die verweildauersteigernde Wirkung von anti-MPO-Antikörper im Rahmen 
des intravitalen Modells der ANCA-assoziierten Glomerulonephritis sowohl in einer 
C57BL6/J-Mauslinie als auch in LysM-EGFP-Mäusen belegt werden konnte, untersuchte 
ich nun die Rolle des Komplementsystems in der Pathogenese der ANCA GN. Wie 
bereits zuvor erwähnt, konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass das 
Komplementsystem bei der Induktion der ANCA-assoziierten GN von entscheidender 
Bedeutung ist, und Mäuse, in denen das Komplementsystem durch den Cobra Venom 
Faktor (CVF) depletiert wurde, vor einer Krankheitsausbildung geschützt sind 
(Schreiber et al., 2009; Xiao et al., 2007). Es stellte sich nun die Frage, ob der von mir 
beobachtete Anstieg der Verweildauer von neutrophilen Granulozyten im intravitalen 
Mausmodell auch mit dem Komplementsystem in Verbindung steht. Da der Cobra 
Venom Faktor seit langer Zeit zur Depletion des Komplementsystems in Tiermodellen 
angewendet wird und die experimentelle Handhabung des Faktors als sehr einfach 
einzustufen ist (Cochrane et al., 1970), entschied ich mich ebenfalls für den CVF. 
 
Cobra Venom Faktor  
Beim Cobra Venom Faktor, der gelegentlich auch als C3b(Cobra) bezeichnet wird, handelt 
es sich um den nichttoxischen Bestandteil des Schlangengiftes der Brillenschlange Naja 
naja, welcher in der Lage ist, das Komplementsystem zu aktivieren (Fritzinger et al., 
1994; Vogel et al., 1996). Strukturell und funktionell stellt der ca. 150 kDa schwere CVF 
ein Analogon des Komplementfaktors C3 dar. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit 
bildet CVF (ähnlich wie C3b im alternativen Aktivierungsweg des Komplementsystems) 
in Anwesenheit von Mg2+-Ionen einen Komplex mit Faktor B, der nachfolgend vom 
Faktor D gespalten wird (Hensley et al., 1986; Vogel and Müller-Eberhard, 1982; Vogt 
et al., 1974). Durch die Spaltung entsteht ein CVF,Bb-Komplex, der als C3/C5-
Konvertase in der Lage ist die Faktoren C3 und C5 zu spalten und somit das 
Komplementsystem zu aktivieren (Vogel and Müller-Eberhard, 1982; von Zabern et al., 
1980). Die entstandene Konvertase gleicht der üblichen C3bBb-Konvertase des 
alternativen Aktivierungsweges, bringt jedoch einige entscheidende Unterschiede mit 
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sich. So übersteigt die Halbwertszeit der C3/C5-Konvertase, die durch CVF gebildet 
wird, mit sieben Stunden (Vogel and Müller-Eberhard, 1982) die Halbwertszeit der 
konventionellen Konvertase mit 1,5 Minuten (Medicus et al., 1976) deutlich. Zudem ist 
die „CVF-Konvertase“ resistent gegen die negativ regulierenden Faktoren H und I 
(Alper and Balavitch, 1976; Lachmann and Halbwachs, 1975) und ist des Weiteren in 
der Lage den Faktor C5 in der flüssigen Phase ohne vorherige Bindung an den Faktor 
C3 zu spalten und somit zu aktivieren (von Zabern et al., 1980).  
Es resultiert im Vergleich zur gewöhnlichen C3/C5-Konvertase des alternativen Wegs 
eine deutlich gesteigerte enzymatische Bioaktivität der durch CVF gebildeten Konver-
tase, das Komplementsystem wird durch die weitestgehend ungebremste Aktivierung 
fast vollständig depletiert. Mit diesen Eigenschaften stellt der Cobra Venom Faktor ein 
optimales Reagenz im Bezug auf die Untersuchung der Rolle des Komplementsystems 
in der Pathogenese von Krankheiten dar. 
Der CVF wurde in einer Dosis von 25 µg/Maus einmalig 24h vor Experimentbeginn 
intraperitoneal verabreicht (Abb. 26). Xiao et al zeigten, dass die einmalige i.p. Gabe 
von CVF das Komplementsystem innerhalb von 24h fast vollständig depletiert und 
dieser Effekt für sechs Tage anhält (Xiao et al., 2007). Anschließend wurden die Mäuse 
nach der beschriebenen Methodik zeitgerecht zur intravitalen MPM vorbereitet. Die 
i.p. Injektion von 0,1 µg LPS erfolgte wiederum 4 Stunden vor Injektion der anti-MPO-
Antikörper (50 µg) und dem damit verbundenen Beginn des Experiments. Zur 
Anfärbung von neutrophilen Granulozyten und der glomerulären Gefäßstruktur 
wurden die gleichen Fluorophore in identischer Konzentration wie in Versuch 4.1 
verwendet. Das emittierte Fluoreszenzsignals wurde wiederum mittels der Detektoren 
NDD 1 und NDD 3 aufgezeichnet.  
Abb. 26: Injektionsschema Versuch 3.4 (CVF = Cobra Venom Faktor, LPS = Lipopolysaccharid, anti-
MPO/OVA = anti-Myeloperoxidase/Ovalbumin-Antikörper; Quelle: Eigene Kreation mit Adobe PS 
5.1). 
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Die Depletion des Komplementsystems durch Injektion von 25 µg CVF 24 Stunden vor 
Gabe der krankheitsinduzierenden anti-MPO-Antikörper verhinderte in allen unter-
suchten Mäusen den zuvor beobachteten Anstieg der Verweildauer von neutrophilen 
Granulozyten im Glomerulus. Die durchschnittliche Verweildauer der Neutrophilen in 
der mit CVF vorbehandelten Gruppe lag bei 4,4 Minuten (4,347 ± 0,6999; N=4) und war 
somit fast auf die basalen Werte der anti-OVA-Kontrollgruppe des ursprünglichen 
Versuches (4,062 ± 0,5296; N=6) reduziert (Abb. 27, a). Im direkten Vergleich mit der 
anti-MPO-Gruppe (6,332 ± 0,2793; N=6) führte die Injektion des CVF zu einer 
signifikanten Reduktion der Verweildauer (p = 0,0162). 
Im Hinblick auf die Gesamtanzahl von adhärenten neutrophilen Granulozyten, also von 
Zellen, die über einen Zeitraum von mindestens 30 Sekunden im Glomerulus verweil-
ten, zeigte sich kein signifikanter Unterschied (b). Die durchschnittliche Anzahl an Zel-
len, die dieses Kriterium erfüllten, lag in der einstündigen Aufzeichnungsperiode bei ca. 
30 Zellen (29,58 ± 6,862; N=4).  
Insbesondere in der phänotypischen Subpopulation der migrierenden neutrophilen 
Granulozyten (crawling neutrophils) stellte sich die reduzierte Verweildauer als 
signifikant heraus (d). Hier lag der gemittelte Wert für alle mit CVF vorbehandelten 
Mäuse bei ca. 5,5 Minuten (5,551 ± 0,8577; N=4). Im Vergleich dazu zeigten 
Neutrophile in der anti-MPO-Gruppe ohne CVF Injektion eine mittlere Verweildauer 
von 8,5 Minuten (8,460 ± 0,4994; N=6). Der tendenzielle Abfall in der Subgruppe der 
statischen Neutrophilen (static neutrophils) war nicht signifikant (p = 0,2141, c). Dieses 
Ergebnis ist wenig überraschend, da sich der zuvor beobachtete Anstieg der 
Verweildauer durch die Administration der anti-MPO-Antikörper in der Gruppe der 
static neutrophils ebenfalls als nicht signifikant heraus gestellt hatte. 
Fasst man die Ergebnisse des Versuches zusammen, so lässt sich eine deutlich erkenn-
bare Abhängigkeit der Verweilzeitsteigerung neutrophiler Granulozyten von einem in-
takten Komplementsystem beschreiben. Mäuse, in denen das Komplementsystem 
durch die prä-experimentelle Administration von CVF depletiert wurde, sind vor der 
beobachteten Steigerung der Verweildauer durch die Injektion von anti-MPO-Anti-
körpern weitestgehend geschützt. Geht man davon aus, dass eine längere 
Verweildauer der neutrophilen Granulozyten mit einem größeren glomerulären 
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Schaden des Nierengewebes einhergeht, so korrelieren die Beobachtungen dieses 
Experiments ausgezeichnet mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen (Xiao 
et al., 2007). Durch den Versuch lässt sich die beschriebene nierenprotektive Rolle 
einer Komplementsystemdepletion im Hinblick auf eine glomeruläre Schädigung im 
Rahmen einer ANCA-assoziierten GN erstmalig in einem intravitalen Modell nachvoll-
ziehen. Eine geringere Verweildauer von neutrophilen Granulozyten im Glomerulus 
führt hierbei zu einer Reduktion der durch Neutrophile hervorgerufenen Schädigung 
von glomerulären Gefäßstrukturen und angrenzendem Gewebe. 
Abb. 27: Die Depletion des Komplementsystems mittels CVF führt im anti-MPO-GN Modell zu einer 
Reduktion der durch anti-MPO-AK hervorgerufenen, gesteigerten Verweildauer. a Die i.p. Injektion 
von 25 µg CVF 24 h vor Injektion der anti-MPO-AK reduziert den Anstieg der Verweildauer von 
neutrophilen Granulozyten signifikant (p = 0,0162). b Die Gesamtanzahl von adhärenten 
Neutrophilen während der einstündigen Aufzeichnungsperiode ändert sich nicht. c und d Die 
beobachte Reduktion der Verweildauer ist insbesondere für die crawling neutrophils signifikant (p = 
0,0135). Die Tendenz in der Grupper der static neutrophils ist nicht signifikant (p = 0,2141, Anti-
OVA/MPO = Anti-Ovalbumin/Myeloperoxidase-Antikörper, CVF = Cobra Venom Faktor).  
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Komplementfaktor C3-ELISA zur Kontrolle der Depletion des Komplementsystems 
Um eine erfolgreiche Depletion des Komplementsystems durch den verabreichten CVF 
zu verifizieren und somit die beobachteten Ergebnisse eindeutig auf eine Beteiligung 
des Komplementsystems zurückführen zu können, bestimmte ich im Anschluss an den 
Versuch die Serumkonzentration des Komplementfaktors C3. Dazu wurde den Mäusen 
nach Beendigung der intravitalen Aufzeichnung mittels kardialer Punktion ca. 1 ml Blut 
entnommen und das Serum aufgereinigt. Die Bestimmung der absoluten C3-
Konzentration erfolgte mithilfe eines speziellen Mouse C3-ELISA Kits (Innovative 
Research, Novi, USA). Das ausführliche Vorgehen bei der Durchführung des C3-ELISAs 
ist im Methodikabschnitt beschrieben.  
Die Auswertung des C3-ELISAs zeigt deutlich, dass die Depletion des Komplement-
systems durch Gabe von CVF in allen vier untersuchten Mäusen erfolgreich war (Abb. 
28, a). Die durchschnittliche C3-Konzentration in CVF behandelten Mäusen lag bei 0,95 
ng/ml (0,9545 ± 0,1089; N=4, Abb. 28, b). Die Kontrollgruppe wies eine Konzentration 
von durchschnittlich 9,7 ng/ml (9,697 ± 0,9697; N=2, Abb. 28, b) auf.  
Abb. 28: Auswertung C3-ELISA a Die Gabe von 25 µg CVF 24 h vor Experimentbeginn führte in allen 
vier Mäusen zu einer Depletion des Komplementsystems. b Die gemittelte absolute C3-Konzen-
tration in CVF behandelten Mäusen ist im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (p = 0,0001) 
reduziert (C3 = Komplementfaktor 3, CVF = Cobra Venom Faktor). 
Betrachtet man die Ergebnisse des C3-ELISAs, so kann man davon ausgehen, dass für 
die beobachtete signifikante Reduktion der Verweildauer von neutrophilen Granulo-
zyten die Depletion des Komplementsystems verantwortlich ist. 
Ergebnisse 
 
72 
 
3.5 Die anti-MPO-induzierte Steigerung der Verweildauer von 
neutrophilen Granulozyten im murinen Nierenglomerulus ist C5aR 
abhängig 
 
Nachdem ich durch die Administration von CVF belegen konnte, dass der anti-MPO-
induzierte Anstieg der Verweildauer von neutrophilen Granulozyten im Glomerulus 
stark von einem funktionsfähigem Komplementsystem abhängt (siehe 3.4), unter-
suchte ich die spezifische Rolle dieses Systems in der Pathogenese der ANCA-
assoziierten Glomerulonephritis genauer. In der Literatur werden vor allem der 
alternative Aktivierungsweg des Komplementsystems und der proinflammatorische 
Entzündungsmediator C5a mit der ANCA GN in Verbindung gebracht (Huugen et al., 
2007; Van Timmeren et al., 2009; Xiao et al., 2007). Insbesondere die direkte Wirkung 
von C5a auf seinen Rezeptor (C5aR) scheint in der Pathogenese der AAV von großer 
Bedeutung zu sein (Schreiber et al., 2009; Yuan et al., 2012). Die Auswirkungen der 
C5a-C5aR-Achse auf die Verweildauer von neutrophilen Granulozyten in meinem 
intravitalen Mausmodell untersuchte ich mittels eines anti-C5aR-Antikörpers (Hycult 
Biotech, Niederlande). Der monoklonale Antikörper 20/70 erkennt den murinen C5a-
Rezeptor (CD88) und verhindert durch seine Bindung zuverlässig die 
Signalwechselwirkungen zwischen C5a und einer C5aR exprimierenden Zielzelle 
(Godau et al., 2004; Shushakova et al., 2002).  
Die Mäuse wurden nach üblicher Methodik zur intravitalen Multiphotonenfluoreszenz-
mikroskopie vorbereitet. Die verwendeten Fluorophore, versuchsspezifische Einstel-
lungen des Mikroskops sowie das LPS/anti-MPO-Schema zur Krankheitsinduktion 
waren identisch zu den CVF Versuchen (siehe 3.4). Der anti-C5aR-Antikörper wurde 15 
Minuten vor Injektion der anti-MPO-Antikörper in einer Dosis von 100 µg/Maus über 
den Jugularkatheter injiziert (Abb. 29). Es wurde wiederum die erste Stunde 
aufgezeichnet. Als Kontrolle verwendete ich einen rat anti-mouse IgG2b-Antikörper, der 
ebenfalls in einer Dosis von 100 µg/Maus verabreicht wurde.  
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Abb. 29: Injektionsschema Versuch 3.5 (LPS = Lipopolysaccharid, anti-C5aR/IgG2b = anti-C5a-
Rezeptor/IgG2b-Antikörper, anti-MPO = anti-Myeloperoxidaseantikörper; Quelle: Eigene Kreation 
mit Adobe PS 5.1). 
 
Durch die Injektion der anti-C5aR-Antikörper reduzierte sich der in Versuch 3.2 
beobachte Anstieg in der Verweildauer signifikant von durchschnittlich 6,3 Minuten 
(6,332 ± 0,2793; N=6) auf 4,8 Minuten (4,789 ± 0,2173; N=4, Abb. 30, a). Der als direkte 
Kontrollgruppe verabreichte anti-IgG2b-Antikörper wirkte sich nicht auf die 
Aufenthaltszeit von neutrophilen Granulozyten im Glomerulus aus. Die gemittelte 
Verweildauer lag bei 6,3 Minuten (6,265 ± 0,4408; N=5).  
Teilt man die Gesamtzahl der Granulozyten in ihre beiden Verhaltensphänotypen auf, 
so lässt sich feststellen, dass die Reduktion im Bereich der Verweildauer insbesondere 
den crawling neutrophils zuzuschreiben ist. In dieser Gruppe führte der anti-C5aR- 
Antikörper zu einer signifikanten Abnahme der dwell time von 8,5 Minuten (8,460 ± 
0,4994; N=6) in der anti-MPO-Gruppe auf 5,9 Minuten (5,884 ± 0,1815; N=4, Abb. 30, 
d). Die Kontrollgruppe (anti-IgG2b) wies eine durchschnittliche Verweildauer von 9,5 
Minuten (9,574 ± 0,7241; N=5) auf. Für die Subpopulation der static neutrophils zeigte 
sich, im Vergleich zur anti-MPO-Gruppe, durch die Gabe der anti-C5aR-Antikörper nur 
ein Abfall von 3,9 Minuten (3,894 ± 0,4650; N=6) auf 3,3 Minuten (3,345 ± 0,2583; N=4, 
Abb. 30, c). Diese Tendenz wies jedoch keinen Signifikanzgrad auf (p = 0,399). Die 
mittlere Verweildauer der static neutrophils in der anti-IgG2b-Gruppe lag bei 4,4 
Minuten (4,372 ± 0,4867; N=5). Interessanterweise ließ sich bei der Gesamtzahl der 
adhärenten neutrophilen Granulozyten während der einstündigen Aufzeichnungs-
periode in der anti-C5aR-Gruppe eine Reduktion von 22,6 Zellen/h (anti-MPO: 22,58 ± 
3,257; N=6) auf 16,5 Zellen/h (16,54 ± 2,254; N=4) verzeichnen (p = 0,211, Abb. 30, b). 
Da jedoch in der anti-C5aR-Gruppe das aufgezeichnete anti-Ly-6G-PE Signal bei 
gleicher Menge an verabreichten Antikörpern deutlich schwächer ausgeprägt war 
(Abbildung 30, e und f), lässt sich nicht ausschließen, dass vereinzelte Neutrophile ein 
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zu schwaches PE-Signal aufwiesen und somit bei der Analyse nicht erfasst wurden. 
Höchstwahrscheinlich werden durch die funktionsblockierende Bindung des anti-C5aR 
Antikörper an den oberflächlich exprimierten C5a-Rezeptor die Bindungsstellen des 
anti-Ly-6G-PE-Färbeantikörpers beeinflusst oder blockiert, und es kommt somit 
teilweise nur zu einer unzureichenden Anfärbung der neutrophilen Granulozyten. Da 
für Ly-6G (Gr-1) jedoch keine Funktion in der Adhäsion beschrieben wurde, sollte die 
Verweildauer der Zellen weiterhin beurteilbar sein. 
Abb. 30: Die anti-MPO-induzierte Steigerung der Verweildauer von neutrophilen Granulozyten im 
murinen Nierenglomerulus ist C5aR abhängig. a Die Administration von 100 µg eines 
funktionsblockenden anti-C5aR-Antiköpers reduziert den durch anti-MPO-hervorgerufenen Anstieg 
der Verweildauer auf fast basale Werte (p = 0,0041, N = 6 bzw. 4); auch im Vergleich zur direkten 
anti-IgG2b-Kontrollgruppe ist die Verweildauer signifikant reduziert (p = 0,0282, N = 4 bzw. 5).   
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b Obwohl die Anzahl der adhärenten neutrophilen Granulozyten während der einstündigen 
Aufzeichnungsperiode in der anti-C5aR-Gruppe tendenziell niedriger ist, lässt sich keine Signifikanz 
beschreiben. c,d Eine signifikante Verminderung der Verweildauer durch den anti-C5aR-Antikörper  
ist insbesondere für die kriechenden Neutrophilen (crawling neutrophils) gegeben (vgl. mit anti-
MPO: p = 0,0038, N = 6 bzw. 4; vgl. mit anti-IgG2b: p = 0,0031, N = 4 bzw. 5); für die statischen 
Neutrophilen ist zwar eine ähnliche Tendenz erkennbar, signifikante Werte zeigen sich jedoch 
nicht. e Anti-C5aR-Gruppe: Das rote Fluoreszenzsignal des anti-Ly-6G-PE-Antikörpers ist vermindert 
(siehe weiß gepunktete Kreise) f Anti-IgG2b-Gruppe: Neutrophile Granulozyten zeigen ein starkes 
anti-Ly-6G-PE-Signal (Anti-OVA/MPO = Anti-Ovalbumin/Myeloperoxidase-Antikörper, anti-C5aR-
/IgG2b = anti-C5a-Rezeptor/IgG2b-Antikörper). 
 
Das durchgeführte Experiment belegt eindrucksvoll, dass der Anstieg der Verweildauer 
von neutrophilen Granulozyten, den ich in meinem intravitalen Modell der ANCA-
assoziierten GN durch die Administration von anti-MPO-erzielt habe, von der C5a-
C5aR-Achse abhängig ist. Auch wenn die Reduktion der dwell time den basalen Wert 
der anti-OVA-Gruppe nicht ganz erreicht, so lässt sich doch mit Sicherheit sagen, dass 
der proinflammatorische Entzündungsmediator C5a und die Wechselwirkung mit 
seinem Rezeptor (C5aR) für die Pathogenese der ANCA-assoziierten GN von entschei-
dender Bedeutung sind. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse 
 
76 
 
3.6 Anti-MPO-Antikörper führen zur Generierung von reaktiven 
Sauerstoffspezies in neutrophilen Granulozyten 
 
Die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies durch neutrophile Granulozyten 
bietet eine effektive Möglichkeit, pathogene Erreger, aber auch Eigengewebe zu 
schädigen und so Entzündungsreaktionen zu modulieren und zu potenzieren (Ciz et al., 
2012). Dieser Effekt wird als respiratorischer oder oxidativer Burst bezeichnet. Dabei 
kommt es zu einer Redoxreaktion, bei der, durch die NAPDH-Oxidase katalysiert, O2-
Moleküle unter Verbrauch von NADPH zu O2
•--Radikalen (Superoxidanionen) reduziert 
werden (Chanock et al., 1994).  
 
Da die ANCA-assoziierte Glomerulonephritis primär durch neutrophile Granulozyten 
getriggert wird, liegt eine Beteiligung des oxidativen Bursts an der Pathogenese nahe. 
In verschiedenen in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Inkubation 
von humanen Neutrophilen mit ANCA IgG zu einer Generierung von radikalen 
Sauerstoffspezies und zur Degranulation von neutrophilen Granulozyten führt (Charles 
et al., 1991; Falk et al., 1990b). Eine direkte Beteiligung der radikalen Sauerstoffspezies 
an der glomerulären Endothelschädigung ist daher als sehr wahrscheinlich 
anzunehmen (Kallenberg, 2011).  
Um die beschriebenen in vitro Experimente zu verifizieren und die Rolle des oxidativen 
Bursts in der Pathogenese der ANCA-assoziierten GN weiter zu beleuchten, 
untersuchte ich in dem von mir verwendeten Modell die Generierung von radikalen 
Sauerstoffspezies im murinen Glomerulus.  
Zur Darstellung von radikalen Sauerstoffspezies in der intravitalen Multiphotonenfluo-
reszenzmikroskopie eignet sich das Oxidantien sensitive Fluorophor Dihydroethidium 
(DHE) (Rothe and Valet, 1990; Zhao et al., 2005). Dihydroethidium, oder Hydroethidin, 
kann die Zellmembran der neutrophilen Granulozyten frei passieren und wird durch 
radikale Sauerstoffspezies (insbesondere durch O2
•--Radikale) intrazellulär zu dem rot 
fluoreszierenden Ethidium und 2-Hydroxyethidium oxidiert (Elbim and Lizard, 2009; 
Jackman et al., 2009; Zhao et al., 2005). Das oxidierte Ethidium verbleibt durch 
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Interkalation in die DNA im Zellkern und ermöglicht somit den fluoreszenz-
mikroskopischen Nachweis des oxidativen Bursts.  
C57BL6/J-Mäuse wurden nach beschriebener Methodik zur intravitalen MPM 
vorbereitet. Die glomerulären Gefäßstrukturen wurden mit 7 µl Pacific-Blue-Dextran, 
neutrophile Granulozyten mit 6 µl (3 µg) Alexa Fluor 488, anti-Ly-6G (Gr1) angefärbt. 
Die GN induzierenden anti-MPO-Antikörper (50 µg/Maus) bzw. die als Kontrolle 
verwendeten anti-OVA-Antikörper wurden eine Stunde vor Aufzeichnungsbeginn und 
vier Stunden nach LPS Injektion (0.1 µg) ebenfalls über den Jugularkatheter injiziert. 
Die Administration von Dihydroethidium (20 mg/kg KG) erfolgte 20 Minuten vor 
Beginn der Aufzeichnung. Die Fluorophore wurden mit einer Wellenlänge von 810 nm 
angeregt. Das Signal des Pacific-Blue Dextran wurde mittels des NDD 1, das Signal des 
Alexa Fluor 488 mittels des NDD 2 und das Signal des DHE mittels des NDD 3 
aufgezeichnet.  
Abb. 31: Injektionsschema Versuch 3.6 (LPS = Lipopolysaccharid, anti-MPO/OVA = anti-Myeloper-
oxidase/Ovalbumin-Antikörper, DHE = Dihydroethidium; Quelle: Eigene Kreation mit Adobe PS 5.1). 
Die Analyse des aufgezeichneten Bildmaterials zeigte, dass in Mäusen, die zuvor den 
Glomerulonephritis induzierenden anti-MPO-Antikörper erhalten hatten, mehrere 
neutrophile Granulozyten ein deutlich positives DHE Signal zeigten (Abb. 32, a und b).  
In der Kontrollgruppe (anti-OVA) wies nur eine minimale Anzahl von Zellen ein DHE 
positives Signal auf (c). Im Durchschnitt führte die Injektion der anti-MPO-Antikörper in 
22,4 Prozent (22,38 ± 3,270; N=6) der neutrophilen Granulozyten zu einem roten 
Fluoreszenssignal und somit zur Induktion des respiratorischen Bursts (d). In der 
Kontrollgruppe lag die durchschnittliche Anzahl an DHE+ Zellen bei 5,2 Prozent (5,20 ± 
0,8489; N=6).  
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Abb. 32: Anti-MPO-Antikörper führen zur Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies in neutro-
philen Granulozyten. a,b Anti-MPO-Gruppe: Die mit weißem Pfeil gekennzeichneten neutrophilen 
Granulozyten weisen ein stark positives DHE Signal auf (rote Fluoreszenz). c Anti-OVA-Gruppe: Die 
Mehrzahl der Zellen ist DHE negativ. d Die Injektion von 50 µg anti-MPO-führt zu einem 
signifikanten Anstieg von DHE+ Zellen (p = 0,0005, N = 6). e Die durchschnittliche Verweildauer 
(dwell time) ist bei DHE+ Zellen im Vergleich zu DHE- Zellen signifikant erhöht (p = 0,0082, N = 6).  f,g 
Insbesondere die crawling neutrophils weisen eine deutlich gesteigerte Verweildauer auf (p = 
0,0048, N = 6), der Unterschied bei static neutrophils ist nicht signifikant (p = 0,246, N = 6; anti-
MPO/OVA = anti-Myeloperoxidase/Ovalbumin-Antikörper, DHE = Dihydroethidium, pos. = positiv, 
neg. = negativ). 
 
Die genauere Analyse der Verweildauer von DHE+ und DHE- Zellen führte zu einer 
weiteren entscheidenden Erkenntnis. Überraschenderweise wiesen DHE+ Zellen mit 
einer durchschnittlichen Aufenthaltszeit von ungefähr 18 Minuten (18,22 ± 3,342; 
N=6), im Vergleich zu DHE- Zellen mit ca. sieben Minuten (7,075 ± 0,5851; N=6), eine 
signifikant erhöhte Verweildauer im Glomerulus auf (e). Insbesondere die 
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migrierenden neutrophilen Granulozyten (crawling neutrophils) blieben deutlich länger 
an den glomerulären Gefäßstrukturen adhärent (g). Der Unterschied im Bereich der 
statischen Neutrophilen (static neutrophils) war dabei nicht signifikant (f). 
Interessanterweise beobachtete ich während der einstündigen Aufzeichnungsperiode 
in der anti-MPO-Gruppe sowohl Zellen, die bereits als DHE+ Zellen im Glomerulus er-
schienen und dort in der Gefäßstruktur adhärierten, als auch Zellen, die während ihres 
Aufenthaltes im Glomerulus zunächst DHE- waren und anschließend ein stetig 
zunehmendes DHE Signal aufwiesen (Abb. 33). Weiterhin ließ sich beobachten, dass 
das positive DHE Signal nicht die gesamte Zelle ausfüllt, sondern vielmehr im Bereich 
des Zellkerns zu finden ist. Diese Beobachtung korreliert mit der Tatsache, dass sich 
das Ethidiumbromid, das im Rahmen des oxidativen Bursts innerhalb der Zelle gebildet 
wird, an die DNA im Nukleus der Zelle anlagert und sich somit in diesem Bereich 
aufkonzentriert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Abb. 33: Übergang eines DHE- crawling neutrophils (hellgrün) zu einer DHE+ Zelle (weißer Pfeil) mit 
stetiger Zunahme des DHE Signals (rot, innerhalb des Granulozyts) über einen Zeitraum von 180 
Sekunden. Der weiß gepunktete Kreis markiert den Startpunkt des migrierenden Neutrophilen. 
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Die dargestellten Ergebnisse zeigen einen deutlichen Zusammenhang zwischen krank-
heitsinduzierenden anti-MPO-Antikörpern und dem oxidativen Burst von neutrophilen 
Granulozyten. Mäuse, die die anti-MPO-Antikörper erhielten, wiesen im Vergleich zur 
anti-OVA-Kontrollgruppe eine deutlich höhere Anzahl von DHE+ Zellen auf. Zunächst 
erscheint das Auftreten von DHE+ Zellen in der Kontrollgruppe merkwürdig, da in 
einem physiologischen Glomerulus keine gewebsschädigende Produktion von 
radikalen Sauerstoffspezies in neutrophilen Granulozyten zu finden sein sollte. Diese 
Beobachtung ist damit zu erklären, dass in meinem intravitalen Mausmodell der ANCA-
assoziierten GN die Mäuse mit proinflammatorischem LPS vorbehandelt wurden. Die 
Induktion des oxidativen Bursts durch LPS, der somit auch in der Kontrollgruppe 
stattfindet, ist als sehr wahrscheinlich anzunehmen. Die Tatsache, dass sich Neutro-
phile, die durch die anti-MPO-Antikörper zur Sauerstoffradikalproduktion angeregt 
wurden, im Vergleich zu DHE- Zellen mehr als doppelt so lange im Glomerulus 
aufhielten, bestärkt die These, dass anti-MPO-Antikörper eine direkte Rolle in der 
Pathogenese der ANCA GN und vor allem der renalen Schädigung spielen. Zudem wird 
diese Annahme durch die lokale Zunahme des DHE Signals sowie die Progression von 
DHE- zu DHE+ Zellen innerhalb des Nierenglomerulus und die damit verbundende 
lokale, organspezifische Schädigung des Nierengewebes untermauert.  
 
3.7 Der anti-MPO-induzierte Anstieg der Verweildauer von neutro-
philen Granulozyten nimmt mit fortschreitender Zeit zu  
 
Um einen Eindruck über die zeitliche Komponente des Anstiegs der Verweildauer von 
neutrophilen Granulozyten zu erhalten, verglich ich die aufgezeichneten Daten von 
Mäusen, welche die krankheitsinduzierenden anti-MPO-AK unmittelbar (siehe 3.2) 
bzw. 60 Minuten (siehe 3.6) vor Beginn der Aufzeichnung erhalten hatten. Da beide 
Experimente mit der gleichen C57BL6/J-Mauslinie durchgeführt wurden und die 
identische Dosis von anti-MPO/OVA-AK injiziert wurde, war es möglich die Ergebnisse 
direkt zu vergleichen. Abbildung 34 zeigt, dass die Verweildauer von neutrophilen 
Granulozyten im Zeitraum von 60-120 Minuten gegenüber der Verweildauer während 
der ersten Stunde nach Injektion der anti-MPO-Antikörper signifikant erhöht ist. 
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Abb. 34: Vergleich der Verweildauer von neutrophilen Granulozyten während der ersten bzw. 
zweiten Stunde nach Injektion der anti-MPO-AK. Die gemessene Verweildauer in der zweiten 
Stunde liegt deutlich über den Werten der ersten Stunde (anti-MPO/OVA = anti-Myeloperoxi-
dase/Ovalbumin-Antikörper). 
Auch die Ergebnisse des Versuchs 3.3 (LysM-EGFP-Mauslinie) zeigen, dass die Verweil-
dauer von Neutrophilen innerhalb der zweiten Stunde deutlich über den gemessenen 
Werten für die erste Stunde liegt. Diese Daten lassen sich jedoch nur schwer 
vergleichen, da der Versuch 3.3 in einer abweichenden Mauslinie durchgeführt wurde. 
Der beobachtete Anstieg der Aufenthaltszeit ist kritisch zu hinterfragen. Aus der 
Abbildung 34 ist ersichtlich, dass es in der zweiten Stunde nach Injektion der 
Antikörper auch in der anti-OVA-Kontrollgruppe zu einer Steigerung der Verweildauer 
kommt. Demnach ist es fraglich, ob der beobachtete Effekt wirklich durch die anti-
MPO-Antikörper induziert ist oder vielmehr eine experimentell bedingte Begleit-
erscheinung darstellt. Bei den Experimenten der zweiten Stunde werden die Mäuse 
bereits eine Stunde vor Beginn des Experimentes narkotisiert (siehe 3.3 und 3.6) um 
die Antikörper über die Jugularvene verabreichen zu können. Dadurch könnte es im 
Laufe der Zeit durch das Narkotikum oder eine zunehmende Abkühlung des renalen 
Gewebes trotz der eingesetzten Heizplatte zu einer Reduktion der Nierenperfusion 
kommen. Aus diesem Grunde sind weitere Experimente notwendig, um die zeitliche 
Komponente der AK Administration in unserem Modell der ANCA-assoziierten GN 
genauer zu untersuchen. Dazu ist es erforderlich ein Modell zu entwickeln, bei dem die 
Antikörper nicht über einen Jugularvenenkatherter verabreicht werden, da es bei 
dieser Methode einer vollständigen Sedierung der Maus bedarf. In einem Modell, in 
dem die Antikörper beispielsweise über die Schwanzvene verabreicht werden, wäre es 
möglich die zeitlichen Effekte über einen deutlich längeren Zeitraum zu beobachten.  
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4 Diskussion 
 
Die Multiphotonenmikroskopie hat in den vergangenen Jahren durch intravitale 
Untersuchungen von Gewebsstrukturen einen großen Beitrag zum Verständnis des 
Verhaltens von Leukozyten im Rahmen von inflammatorischen Prozessen geleistet 
(Kreisel et al., 2010; McDonald et al., 2010; Mempel et al., 2004). Dennoch spielte 
diese Technik bis dato in der Beurteilung der Rekrutierung von Leukozyten im renalen 
Glomerulus eine sehr untergeordnete Rolle.  
Durch den Einsatz der konfokalen Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie zur Beurtei-
lung des Leukozytenverhaltens in einem intravitalen Mausmodell war es unserer 
Arbeitsgruppe möglich ein neues Paradigma des Verhaltens von neutrophilen Granulo-
zyten im murinen Glomerulus zu erarbeiten.  
 
4.1 Neutrophile Granulozyten adhärieren und migrieren auch im 
physiologischen Nierenglomerulus 
 
Die initiale Analyse von neutrophilen Granulozyten in physiologischen, nicht entzünd-
lich veränderten Nierenglomeruli führte zu einer unerwarteten Beobachtung. Auch in 
Abwesenheit eines inflammatorischen Stimulus kam es bei einigen neutrophilen 
Granulozyten zu einer Retention der Zellen aus dem Blutstrom mit anschließender 
Adhäsion an den glomerulären Gefäßstrukturen, die teilweise mehr als zwei Minuten 
andauerte. Dabei ließ sich ein statischer Phänotyp von einem migrierenden Phänotyp 
unterscheiden. Zellen vom statischen Phänotyp verweilten während ihres gesamten 
Aufenthalts im Glomerulus weitestgehend an derselben Stelle. Neutrophile 
Granulozyten des migrierenden Phänotyps migrierten hingegen intraluminal entlang 
der glomerulären Gefäßstrukturen, bevor sie sich von diesen ablösten und wieder dem 
Blutstrom folgten. 
Diese Beobachtung schien zunächst im Widerspruch mit vorausgegangenen Unter-
suchungen zu stehen, da sich in der histologischen Analyse von unbeschädigten, 
physiologischen Nierenglomeruli üblicherweise nur eine minimale Anzahl von neutro-
philen Granulozyten nachweisen lässt (Tang et al., 1997; Tipping et al., 1994). Bedenkt 
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man jedoch, dass die histologische Schnittuntersuchung nur eine zeitliche Moment-
aufnahme darstellt und die gewöhnliche histologische Schnittdicke von ca. 5 µm nur 
einen Bruchteil des gesamten Glomerulusdurchmessers von ca. 100 µm abdeckt, so 
lassen sich meine Befunde gut mit der Literatur in Einklang bringen. 
Auch die  Befürchtung, dass die beobachtete Retention von neutrophilen Granulozyten 
in nicht entzündeten Nierenglomeruli nur durch die Verwendung des UUO-Modells 
bedingt war, konnte durch vorangegangene Experimente unserer Arbeitsgruppe 
ausgeräumt werden. Die Untersuchung von soliden, nicht durch die UUO-Prozedur 
hydronephrotisch veränderten Nieren zeigte ein vergleichbares Verhalten der 
Leukozyten (Devi et al., 2010b; Kuligowski et al., 2006a, 2009).  
Eine interessante Beobachtung, deren Hintergrund nicht vollständig geklärt werden 
konnte, stellt die Tatsache dar, dass neutrophile Granulozyten zwei unterschiedliche 
Phänotypen aufzuweisen schienen. Das Phänomen könnte besipielsweise durch eine 
unterschiedlich stark ausgeprägte Externalsierung und Präsentation des MPO-Antigens 
an der Oberfläche der neutrophilen Granulozyten oder durch eine abweichende 
Aktivierung der Zellen durch das verabreichte LPS bedingt sein. Ob Zellen vom 
migrierenden Phänotyp ein anderes Expressionsmuster an Adhäsionsmolekülen 
aufweisen als Zellen vom statischen Phänotyp, ließ sich im Rahmen meiner 
Dissertation nicht klären und bedarf weiterer Untersuchungen.  
Obwohl bereits zuvor verschiedene Studien intravaskulare Migrationsvorgänge von 
neutrophilen Granulozyten in entzündlich veränderten Mikrogefäßstrukturen beschrie-
ben (McDonald et al., 2010; Phillipson et al., 2006), so scheint der verlängerte, 
teilweise von Migration geprägte Aufenthalt von neutrophilen Granulozyten in unbe-
schädigten physiologischen Gefäßen des murinen Glomerulus eine nierenspezifische 
Besonderheit darzustellen. Diese neuen Ergebnisse, die in ähnlicher Weise von 
anderen Arbeitsgruppen unseres Labors gemacht wurden (Devi et al., 2012), stellen 
eine bisher unbekannte Beobachtung dar, und lassen vermuten, dass die Rekrutierung 
von neutrophilen Granulozyten im murinen Glomerulus deutlich umfangreicher und 
komplizierter ist als bisher angenommen.  
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4.2 Anti-MPO-Antikörper führen im Rahmen der ANCA-assoziierten GN 
zu einer erhöhten Verweildauer von neutrophilen Granulozyten 
 
Wie bereits zuvor ausführlich beschrieben wurde, ist eine entscheidende Rolle der 
Anti-Neutrophilen cytoplasmatischen Antikörper in der Pathogenese der ANCA-
assoziierten Glomerulonephritis als immer wahrscheinlicher anzusehen. Diverse 
klinische Beobachtungen (Bansal and Tobin, 2004; Stone et al., 2010) sowie 
experimentelle Studien in vitro (Falk et al., 1990b) und in vivo (Little et al., 2005; Xiao 
et al., 2002) legen nahe, dass es sich bei den ANCA um weit mehr als eine mit der 
Krankheit assoziierte Begleiterscheinung handelt. Dennoch bleiben nach wie vor weite 
Teile der Pathogenese ungeklärt. Neutrophile Granulozyten werden als Hauptverur-
sacher des glomerulären Schadens, der im Rahmen einer ANCA-assoziierten GN zu 
finden ist, angesehen (Jennette et al., 2006; Kallenberg, 2011; Lionaki et al., 2007).  
Im Jahre 2009 postulierten Kuligowski et al., die das Verhalten von neutrophilen Gra-
nulozyten mittels konventioneller intravitaler Epifluoreszenzmikroskopie beurteilten, 
dass die Administration von anti-MPO-Antikörpern zu einer vermehrten Rekrutierung 
von neutrophilen Granulozyten in murinen Glomeruli führte (Kuligowski et al., 2006a, 
2009). Auch histologische Untersuchungen renaler Biopsien von Patienten mit ANCA-
assoziierter Glomerulonephritis zeigten eine ausgeprägte Infiltration des Nierenparen-
chyms mit neutrophilen Granulozyten und sprechen somit für eine verstärkte Rekru-
tierung der Zellen im Rahmen des aktiven Krankheitsgeschehens (Hauer et al., 2002). 
Diese Beobachtung scheint zunächst nur schwierig mit den Ergebnissen meiner 
Experimente vereinbar zu sein. Die Untersuchung des Neutrophilenverhaltens mittels 
konfokaler MPM über einen Zeitraum von einer Stunde führte zu der Erkenntnis, dass 
sich der pro-inflammatorische Stimulus der anti-MPO-AK vielmehr in einer Steigerung 
der Verweildauer der Neutrophilen ausdrückte. Beim Vergleich der absoluten Anzahl 
adhärenter Neutrophiler, die sich während der einstündigen Aufzeichnungsperiode 
beobachten ließen, zeigte sich zwischen der anti-MPO-Gruppe und der anti-OVA-
Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied. 
Berücksichtigt man jedoch die genaue experimentelle Herangehensweise von 
Kuligowski et al., so lässt sich dieser Widerspruch schnell ausräumen. Bei der 
Verwendung der herkömmlichen Epifluoreszenzmikroskopie weisen die Aufzeich-
Diskussion 
 
85 
 
nungsperioden eine durchschnittliche Länge von ca. einer Minute auf und stellen somit 
nur einen zeitlichen Ausschnitt eines kontinuierlichen Geschehens dar. Der Einsatz der 
konfokalen Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie ermöglichte uns jedoch eine 
fortlaufende Analyse der Zellen über einen Zeitraum von einer Stunde. Die 
beobachtete Steigerung der Verweildauer von neutrophilen Granulozyten nach Admi-
nistration der anti-MPO-AK geht, bei Anwendung der herkömmlichen Epifluoreszenz-
mikroskopie, logischerweise mit einer höheren Wahrscheinlichkeit einher, zu einem 
bestimmten Zeitpunkt während der einstündigen Aufzeichnungsperiode mehrere 
adhärente neutrophile Granulozyten im Glomerulus vorzufinden. Meine Beobach-
tungen stehen somit nicht im Widerspruch mit der bis dato vorliegenden Literatur.  
Vielmehr war es mir möglich, mithilfe der konfokalen MPM ein neues Paradigma der 
glomerulären Schädigung durch neutrophile Granulozyten aufzustellen. Demnach 
scheint die Schädigung glomerulärer Strukturen im Rahmen der ANCA-assoziierten GN  
nicht primär durch eine gesteigerte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten 
bedingt zu sein, sondern ist hingegen Ausdruck einer gesteigerten Verweildauer der 
Zellen innerhalb der glomerulären Gefäßstrukturen. 
Wiederum stellt sich die Frage warum der beobachtete Effekt vor allem bei Granulo-
zyten des migirierenden Phänotyps  zu beobachten ist. Greift man den Gedankengang 
auf, dass der entstehende Phänotyp der neutrophilen Granulozyten durch eine 
unterschiedlich starke Externalisierung des MPO-Antigens bedingt ist, so ließe sich 
schlussfolgern, dass insbesondere das Externalisierungsmuster von migirerenden Gra-
nulozyten bei Adminstration von anti-MPO-Antikörpern eine ausgeprägte Adhäsions-
antwort hervorruft. Durch den Einsatz spezieller Antikörper zur gezielten Blockade 
verschiedener Adhäsonsmoleküle wäre es möglich, die genauen Umstände, die für 
einen Phänotyp spezifisch sind und insbesondere in neutrophilen Granulozyten vom 
migrierenden Phänotyp zu einer anti-MPO-induzierten Steigerung der Verweildauer 
führen, zu untersuchen. 
Die Kontrolle des intravitalen Mausmodells der ANCA-assoziierten GN in einer 
weiteren Mauslinie (LysM-EGFP) führte zu vergleichbaren Ergebnissen und unterstützt 
somit unser Paradigma des Leukozytenverhaltens im Glomerulus. 
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Die Steigerung der Verweildauer von neutrophilen Granulozyten im Glomerulus als 
reaktive Antwort auf eine inflammatorische Stimulation der Versuchstiere mit anti-
MPO-Antikörpern lässt sich weiterhin gut mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen 
unseres Labors vergleichen. Devi et al. machten in einem vergleichbaren intravitalen 
Modell, bei dem der inflammatorische Impuls durch anti-GBM-Antikörper erfolgte, 
ähnliche Beobachtungen für neutrophile Granulozyten und Monozyten (Devi et al., 
2012). 
Interessant ist vor diesem Hintergrund auch die Beobachtung, dass die Schädigung 
glomerulärer Strukturen durch neutrophile Granulozyten geschieht, während sich die 
Zellen innerhalb des Lumens der glomerulären Gefäßstrukturen befinden. Nach 
heutigem Kenntnisstand geht man eigentlich davon aus, dass neutrophile Granulo-
zyten gewöhnlicherweise im Anschluss an einen komplizierten Adhäsionsvorgang am 
Gefäßendothel durch die Gefäßwand migrieren und durch chemotaktische Liganden 
zur Lokalisation der Entzündungsreaktion gelangen (Ley et al., 2007; Muller, 2003). 
Weiterhin offen bleibt die Frage, ob die Steigerung der Verweildauer von neutrophilen 
Granulozyten durch eine gesteigerte Expression von Adhäsionsmolekülen bedingt ist 
oder ob es sich um das Resultat eines passiven Retentionsvorgangs, der beispielsweise 
durch NETs bedingt sein könnte, handelt. Hinweise auf die aktive Beteiligung von 
Adhäsionsmolekülen liefert die Studien von Kuligowski et al., die bei der glomerulären 
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten α4-Integrine als eine notwendige Kompo-
nente beschrieben (Kuligowski et al., 2009). Auch Devi et al. beobachteten in ihrem 
intravitalen anti-GBM Modell, dass die Inhibition von Mac-1 in einer signifikanten 
Reduktion der Verweildauer von neutrophilen Granulozyten auf nahezu basale Werte 
resultiert. Weitere Experimente sind notwendig um die kausalen Hintergründe einer 
gesteigerten Verweildauer von Neutrophilen als Reaktion auf einen inflammatorischen 
Stimulus durch anti-MPO-Antikörper vollkommen zu klären. 
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4.3 Die anti-MPO-induzierte Steigerung der Verweildauer von 
Neutrophilen ist vom Komplementsystem abhängig 
 
Der Zusammenhang zwischen dem Komplementsystem und der Pathogenese der 
ANCA-assoziierten Glomerulonephritis wurde bereits in früheren Abschnitten meiner 
Dissertation ausführlich beschrieben (Huugen et al., 2007; Schreiber et al., 2009; Xiao 
et al., 2007). Hauptintention der Depletionsversuche mit CVF und die Anwendung 
eines C5aR-Antikörpers war es, die genauen Einflüsse des Komplementsystems auf die 
Krankheitsentwicklung in unserem intravitalen Modell der ANCA-assoziierten GN 
weiter zu erforschen und somit zusätzlich unser neuartiges Paradigma der Schädigung 
glomerulärer Strukturen durch eine gesteigerte Verweildauer von neutrophilen Granu-
lozyten zu  untermauern. 
Interessanterweise führte die Administration von 25 µg CVF und die damit verbundene 
vollständige Depletion des Komplementsystems tatsächlich zu einem Ausbleiben des, 
nach Verabreichung der krankheitsinduzierenden anti-MPO-AK zuvor beobachteten, 
Anstiegs der Verweildauer. Bezogen auf unser neuartiges Paradigma des Leukozyten-
verhaltens im Glomerulus, spricht eine, mit nicht stimulierten Mäusen vergleichbare, 
geringe Verweildauer der neutrophilen Granulozyten für eine Reduktion des glomeru-
lären Schadens. Dieses Ergebnis lässt sich gut mit den Untersuchungen von Xiao et al. 
vergleichen, die im Hinblick auf die Krankheitsinduktion durch anti-MPO-AK von einer 
protektiven Rolle der CVF Depletion berichteten (Xiao et al., 2007). 
Da in den vergangenen Jahren zunehmend Hinweise darauf gefunden wurden, dass die 
Rolle des Komplementsystems sich primär über die C5a/C5aR-Achse abzuspielen 
scheint, untersuchte ich weiterhin die Auswirkungen einer C5aR Blockierung mittels 
monoklonalem Antikörper auf die Verweildauer der Neutrophilen im Anschluss an die 
Administration der anti-MPO-AK. Die funktionelle Blockade der C5a/C5aR-Achse 
resultierte ebenfalls in einer geringeren Verweildauer der neutrophilen Granulozyten 
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch wenn die Verweildauer, verglichen mit der Zeit 
in nicht stimulierten Versuchstieren, noch leicht gesteigert war und die Effekte der 
Rezeptorblockade nicht ganz so wirkungsvoll waren wie in den Depletionsversuchen 
mit CVF, so scheint die Bindung von C5a an seinen Rezeptor im Hinblick auf die 
Pathogenese der ANCA-assozierten GN von Bedeutung zu sein. Die Differenz der 
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Verweildauer in der CVF-Gruppe und der anti-C5aR-Antikörper-Gruppe deutet 
allerdings darauf hin, dass die komplementvermittelten Effekte nicht ausschließlich 
über den C5aR vermittelt werden, sondern auch andere Signalkaskaden eine Rolle 
spielen.  
Auch in diesem Fall lassen sich meine Beobachtungen gut mit der bestehenden 
Literatur in Einklang bringen. Schreiber et al. konnten anhand von histologischen 
Untersuchen und Urinanalysen zeigen, dass in ihrem Mausmodell der ANCA-
assoziierten GN die Blockierung des C5aR sich ebenfalls in einer präventiven Hinsicht 
auf die Krankheitsinduktion auswirkt (Schreiber et al., 2009). Auch Xiao et al. und 
Huugen et al. bewiesen, dass eine funktionelle Blockade des Komplementfaktors C5 zu 
einer weniger stark ausgeprägten Glomerulonephritis führt (Huugen et al., 2007; Xiao 
et al., 2007).  
Interessant wäre zudem die intraexperimentelle Blockierung des C5L2-Rezeptors. Der 
Ligand C5a verfügt neben dem bereits beschriebenen C5aR (CD88) über einen 
weiteren Rezeptor, den C5L2-Rezeptor (Cain and Monk, 2002; Ohno et al., 2000). Die 
genauen Eigenschaften und Funktionsweisen des C5a/C5L2-Signalwegs konnten 
bislang  jedoch noch nicht abschließend geklärt werden. Die Arbeitsgruppe um Chen et 
al. schreiben dem Signalweg pro-inflammatorische Eigenschaften zu (Chen et al., 
2007). Somit könnte die Signalweiterleitung über den C5L2-Rezeptor auch im Rahmen 
der ANCA-assoziierten GN zu einer Amplifikation des pro-inflammatorischen Signals 
führen. Andere Arbeitsgruppen beschreiben den C5L2-Rezeptor hingegen als „default“ 
oder „scavenger receptor“, der sich kompetitiv zum C5aR verhalte ohne dabei jedoch 
ein pro-inflammatorische Signalkaskade zu initiieren und somit eher als anti-inflamma-
torisch angesehen werden muss (Manthey et al., 2009; Okinaga et al., 2003). Auch in 
Bezug auf die ANCA-assoziierten Glomerulonephritis gibt es Beobachtungen, die eine 
Rolle des C5L2-Rezepors in der Pathogenese vermuten lassen. Yuan et al. konnten 
zeigen, dass die glomeruläre Expression von C5L2 in Patienten mit ANCA-assoziierter 
GN deutlich gesteigert ist (Yuan et al., 2012). Ein spezifischer pro- oder anti-
inflammatorischer Effekt der C5a/C5L2-Rezeptorsignalkaskade konnte jedoch nicht 
gezeigt werden und somit bedarf es weiterer Forschung um die genaue Rolle des C5L2-
Rezeptors im Rahmen der ANCA-assoziierten GN weiter zu klären. Die gezielte 
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intraexperimentelle Blockade des C5L2-Rezeports und eine mögliche Auswirkung auf 
die Verweildauer der neutrophilen Granulozyten oder die Generierung von reaktiven 
Sauerstoffspezies in meinem Modell der ANCA-assoziierten GN könnten somit dazu 
beitragen, die genaue Funktion der C5a/C5L2-Rezeportsignalkaskade in der Krankheits-
entstehung zu verstehen. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die These einer Beteiligung des 
Komplementsystems in der Pathogenese der ANCA-assoziierten Glomerulonephritis 
durch meine Experimente weiter bekräftigt wurde. Sowohl eine vollständige Depletion 
des Komplementsystems mittels des Cobra Venom Factors als auch die selektive 
Blockade der C5a/C5aR-Achse resultierten trotz Administration der anti-MPO-Anti-
körper in einer normalen Verweildauer der neutrophilen Granulozyten. Zudem stellt 
die Reduktion der Verweildauer bei Inhibition des Komplementsystems eine logische 
Konsequenz in Bezug auf unser neues Paradigma des Neutrophilenverhaltens dar und 
untermauert dessen Gültigkeit. 
Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse und zuvor publizierter Studien lässt sich über 
einen Einsatz von Komplementinhibitoren in der Therapie der ANCA-assoziierten 
Glomerulonephritis beim Menschen diskutieren. Bedenkt man, dass das Komplement-
system bereits seit mehreren Jahrzenten ausgiebig erforscht wird und seine Faktoren 
und Regulatoren seit längerer Zeit sequenziert sind, so erscheint es verwunderlich, 
dass bis dato nur wenige Komplementinhibitoren klinisch eingesetzt werden. Neben 
dem Einsatz des C1-Inhibitors Serping1 (Epstein and Bernstein, 2008) bei Patienten mit 
heriditärem Angioödem, den intravenösen Imunglobulinen (IVIG) bei Patienten mit 
Kawasaki Syndrom oder der ideopathischen thrombozytopenen Purpura sowie der 
Verwendung des anti-C5-Antikörpers Eculizumab im Rahmen der primären nächtlichen 
Hämaturie finden sich aktuell keine weiteren zugelassenen Medikamente (Wagner and 
Frank, 2010). 
Für die Behandlung der ANCA-assoziierten GN würden sich insbesondere Medikamen-
te eignen, die spezifisch in die C5a/C5aR-Achse eingreifen, da dieser Signalweg in der 
Pathogenese von besonderer Bedeutung zu sein scheint. Neben dem bereits 
erwähnten monoklonalen anti-C5-Antikörper Eculizumab (Parker, 2009), der die 
Generierung von C5a effektiv unterdrückt (Rother et al., 2007), werden zurzeit auch 
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Antikörper wie der AK TNX-558 erforscht, die direkt die Bindung von C5a an seinen 
Rezeptor (C5aR, CD88) verhindern und somit das intrazelluläre Signalling unterbinden 
(Sprong et al., 2003). Auch direkte Rezeptorantagonisten gegen den C5aR sind in der 
Entwicklung. Das zyklische Hexapeptid PMX-53 (Köhl, 2006) zeigt eine starke inhibi-
torische Aktivität gegen den C5aR und hat in der Anwendung bei rheumatoider 
Arthritis und Psoriasis bereits die Phase II der klinischen Zulassung überstanden. Der 
gegen den Faktor D gerichtete humanisierte Antikörper TNX-234 (Hollmer, 2007) 
inhibiert den für die Pathogenese der ANCA-assoziierten GN entscheidenden, alterna-
tiven Aktivierungsweg des Komplementsystems und befindet sich zurzeit in Phase I des 
Zulassungsverfahrens bei Patienten mit altersbedingter Makuladegeneration.  
Neben den recht spezifischen Angriffspunkten der monoklonalen Antikörper und 
Peptide wäre auch eine Komplette Depletion des Komplementsystems, wie sie bei 
Verwendung des CVF auftritt, als humanes Therapeutikum in sehr schweren Fällen 
denkbar. Obwohl der Cobra Venom Factor in vielen Tiermodellen angewandt wird, ist 
er aufgrund der möglichen Induktion von systemischen inflammatorischen Reaktionen, 
die zur pulmonalen Hämorrhagie und zum Kreislaufversagen führen können, nicht zur 
Anwendung beim Menschen geeignet (Younger et al., 2001). Trotz dieser Tatsache 
wurde ein CVF/C3-Hybridmoleküls entwickelt (Fritzinger et al., 2009), welches in der 
Lage ist, das Komplementsystem zu depletieren und dabei keine negativen 
immunogenen Eigenschaften aufweist (Wagner and Frank, 2010). Die weitere 
Entwicklung hinsichtlich eines humanen Einsatzes dieses Hybriden bleibt abzuwarten. 
Obwohl es in den letzten Jahren vermehrt Bemühungen gab pezifische Komplement-
inhibitoren zu entwickeln, steht der Einsatz dieser Medikamente in der Therapie der 
ANCA-assoziierten Glomerulonephritis noch am Anfang. Weitere krankheitsspezifische 
Studien und Experimente sind notwendig um die mögliche Verwendung von 
Substanzen wie Eculizumab, PMX-53 oder TNX-234 in der Therapie der ANCA-
assoziierten GN hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und ihres Nebenwirkungsprofil zu 
evaluieren. Da sich die heutige Therapie der ANCA-assoziierten GN jedoch als 
ausgesprochen unspezifisch und sehr toxisch präsentiert, lassen sich von der 
spezifischen Inhibition des Komplementsystems neue, weniger toxischen Medika-
mente mit hoher Wirksamkeit erhoffen. 
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4.4 Anti-MPO-Antikörper führen im Rahmen der ANCA-assoziierten GN 
zur Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies in neutrophilen 
Granulozyten 
 
Die Eigenschaft neutrophiler Granulozyten, im Rahmen des oxidativen Bursts reaktive 
Sauerstoffspezies zu generieren, ist bereits seit längerer Zeit bekannt (Babior et al., 
1973; Baldridge and Gerard, 1933; Iyer et al., 1961). Auch die Fähigkeit von Anti-
Neutrophilen Antikörpern, neutrophile Granulozyten in vitro zum oxidativen Burst 
anzuregen, wurde bereits beschrieben (Charles et al., 1991; Falk et al., 1990b). Bis dato 
war es allerdings nicht möglich in einem in vivo Modell der ANCA-assoziierten GN den 
oxidativen Burst von Neutrophilen als Ursache der glomerulären Schädigung 
nachzuweisen.  
In diesem Zusammenhang gelang es mir im intravitalen Mausmodell der ANCA GN 
neutrophile Granulozyten nachzuweisen, die reaktive Sauerstoffspezies produzierten 
und somit direkt zu einer Schädigung glomerulärer Gewebsstrukturen beitrugen. Die 
Anzahl an Zellen, die respiratorischen Burst betrieben (DHE+ Zellen), war in der mit 
anti-MPO-AK behandelten Gruppe im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrollgruppe 
um mehr als das Vierfache erhöht. Dieser Befund und die Tatsache, dass einige 
Neutrophile erst nach Retention aus dem renalen Blutstrom im lokalen Milieu des 
Glomerulus mit der Generierung von ROS begannen, bekräftigen den direkten 
Zusammenhang zwischen der Administration von anti-MPO-AK und der lokalen 
glomerulären Schädigung durch reaktive Sauerstoffspezies und verdeutlichen den 
Stellenwert der ROS in der Pathogenese der ANCA-assoziierten Glomerulonephritis. 
Interessanterweise machte ich die Beobachtung, dass sowohl Neutrophile vom 
statischen als auch Zellen vom migratorischen Phänotyp in der Lage waren, reaktive 
Sauerstoffspezies zu generieren. Während die statischen Neutrophile wahrscheinlich 
nur eine Schädigung der Endothelstrukturen verursachen, an denen sie gerade 
adhärent sind, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass durch die Generierung von ROS 
in Zellen des migratorischen Phänotyps auch eine ausgeprägte Schädigung glomeru-
lärer Strukturen über einen langen Abschnitt des Gefäßkonvoluts möglich ist. 
Weiterhin interessant erscheint die Tatsache, dass DHE+ Zellen eine deutlich gestei-
gerte Verweildauer im Glomerulus aufwiesen. Im Durschnitt waren die neutrophilen 
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Granulozyten, die im Glomerulus reaktive Sauerstoffspezies generierten, für mehr als 
die 2,5 fache Zeit adhärent. Auch wenn die genaueren Umstände dieses Befundes 
weiterer Nachforschungen bedürfen, so scheint es, dass neutrophile Granulozyten, die 
ROS generieren und somit einen „schädigenden Phänotyp“ aufweisen, Vorgängen 
unterliegen, die für eine längere Aufenthaltszeit der Zellen im Glomerulus verant-
wortlich sind und somit die Schädigung des Glomerulus maximieren. 
 
4.5  Ausblick 
 
Die Untersuchung neutrophiler Granulozyten im Rahmen der ANCA-assoziierten 
Glomerulonephritis mittels konfokaler Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie führte 
zu neuartigen Erkenntnissen hinsichtlich des Verhaltensparadigmas von Neutrophilen  
in unbeschädigten und inflammatorisch veränderten Nierenglomeruli und bekräftigte 
verschiedene Thesen zur Pathogenese der ANCA-assoziierten GN. Die angewendete 
Methodik stellte sich als hervorragende Möglichkeit heraus, intravitale Vorgänge im 
murinen Glomerulus untersuchen und verstehen zu können. Aus diesem Grund sind 
weitere Experimente, die zum zusätzlichen Verständnis der ANCA-assoziierten GN 
beitragen könnten, angezeigt.  
4.5.1 Auswirkung der Komplementinhibition auf die Generierung von 
reaktiven Sauerstoffspezies 
 
Nachdem ich zeigen konnte, dass eine Inhibition des Komplementsystems zu einer 
Reduktion der Neutrophilenverweildauer führt, wäre es interessant zu sehen, ob das 
Komplementsystem auch für die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies, die, laut 
meinen Ergebnissen, im Rahmen der ANCA GN zu finden sind, notwendig ist. Dazu 
wäre es vorstellbar, die DHE Versuche mit der CVF-vermittelten Depletion des Komple-
mentsystems oder der Anwendung des anti-C5aR-Antikörpers zu kombinieren.  
4.5.2 Selektive Blockierung von Adhäsionsmolekülen  
 
Um eine kausale Ursache für die gesteigerte Verweildauer der neutrophilen Granulozy-
ten bei inflammatorischer Stimulation durch anti-MPO-AK finden zu können, ist es 
sinnvoll, verschiedene Adhäsionsmoleküle der Neutrophilen selektiv durch Antikörper 
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zu blockieren und die Auswirkungen auf die Steigerung der Verweildauer zu 
analysieren. 
4.5.3 Neutrophil extracellular traps (NET) 
 
Eine weitere, höchst interessante Komponente, die in der Pathogenese der ANCA-
assoziierten Glomerulonephritis von Bedeutung sein könnte und mit dem von mir 
verwendeten Modell der intravitalen MPM experimentell gut zu untersuchen wäre, ist 
das Auftreten von NETs (neutrophil extracellular traps). Bei NETs handelt es sich um 
extrazelluläre netzartige Strukturen, die durch die Sekretion von Chromatin durch 
neutrophile Granulozyten entstehen und in der angeborenen Immunantwort von 
großer Bedeutung sind (Brinkmann et al., 2004). Die Formation von NETs scheint von 
der Produktion von ROS abhängig zu sein und kann beispielsweise durch den 
Komplementfaktor C5a initiiert werden (Yousefi et al., 2009). NETs wurden zudem in 
Nierenbiopsien von Patienten mit einer aktiven ANCA-assoziierten Vaskulitis nachge-
wiesen (Bosch, 2009; Kessenbrock et al., 2009). Durch die neuesten Entwicklungen im 
Bereich des in vivo imaging ist es nun möglich geworden, die Formation von NETs 
durch fluoreszierende Farbstoffe wie dem Sytox Green DNA dye optisch darzustellen 
(McDonald et al., 2012; Yipp et al., 2012). Die Anwendung dieses Darstellungs-
verfahrens in unserem intravitalen Mausmodell würde zur Aufklärung einer möglichen 
Beteiligung von NETs an der Pathogenese der ANCA-assoziierten GN beitragen. 
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5 Zusammenfassung  
 
Die ANCA-assoziierte Form der rapid progressiven Glomerulonephritis (RPGN) reprä-
sentiert ein oftmals unterschätztes, jedoch sehr ernst zu nehmendes Krankheitsbild, 
welches mit einer hohen gesundheitlichen und wirtschaftlichen Belastung einhergeht. 
Mit einer 5-Jahres Überlebensrate von weniger als 80 % und einer Dialyseabhängigkeit 
der überlebenden Patienten von 30 % stellt die Erkrankung weiterhin einen gravieren-
den Einschnitt in die Lebensqualität der betroffenen Patienten dar (Booth et al., 2003). 
Auch wenn die intensive Forschung der vergangenen Jahre einen großen Beitrag zum 
Verständnis der Krankheit und ihrer Ursachen geleistet hat, so bleiben große Teile der 
Pathogenese weiterhin ungeklärt. Die zurzeit verfügbaren Therapieansätze der ANCA-
assoziierten Glomerulonephritis weisen bei einem primären Einsatz von Glucoco-
rtikoiden und Immunsuppressiva ein ausgesprochen unspezifisches und sehr toxisches 
Wirkunsprofil auf. Das Ziel meiner Dissertation war es, zu einem besseren Verständnis 
der ANCA-assoziierten Glomerulonephritis und ihrer Pathogenese beizutragen und im 
Hinblick auf die Entwicklung neuer therapeutischer Schwerpunkte insbesondere die 
pathophysiologische Rolle der neutrophilen Granulozyten und des Komplementsys-
tems besser nachvollziehen zu können.  
Durch den Einsatz der konfokalen Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie in unserem 
intravitalen Mausmodell der ANCA-assoziierten GN war es möglich, den unmittelbaren 
Verhaltenshabitus von neutrophile Granulozyten im murinen Glomerulus zu unter-
suchen und ein neuartiges Paradigma des Neutrophilenverhaltens in der Gefäßstruktur 
des Glomerulus aufzustellen. Ich konnte zeigen, dass neutrophile Granulozyten auch in 
Abwesenheit eines inflammatorischen Stimulus gelegentlich eine Retention aus dem 
renalen Blutstrom erfahren, die letztendlich in eine statische oder migratorische 
Adhäsionsphase übergeht. Eine inflammatorische Stimulation des Glomerulus, die in 
meinem Falle durch anti-MPO-Antikörper hervorgerufen wurde, resultiert jedoch 
nicht, wie bisher angenommen, in der Rekrutierung zusätzlicher neutrophiler Granulo-
zyten, sondern äußert sich vielmehr in einer Steigerung der Verweildauer der Zellen in 
den glomerulären Gefäßstrukturen. Konkret war es mir möglich, eine Steigerung der 
Verweildauer von neutrophilen Granulozyten bei konstanter absoluter Zellanzahl 
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innerhalb der einstündigen Aufzeichnungsperiode in zwei unterschiedlichen 
Mauslinien (C57BL6/J und LysM-EGFP) nachzuweisen. 
Weiterhin gelang es mir, durch die Verwendung des Oxidantien sensitiven Fluorophors 
Dihydroethidium (DHE) die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies in neutrophi-
len Granulozyten nachzuweisen und die damit verbundene Schädigung der glomeru-
lären Strukturen mit den krankheitsinduzierenden anti-MPO-Antikörpern in Verbin-
dung zu bringen. Diese zuvor noch nicht beschriebene Beobachtung verdeutlicht den 
unmittelbaren Zusammenhang zwischen den anti-MPO-AK und einer glomerulären 
Schädigung und untermauert die Rolle der Antikörper in der Pathogenese der ANCA-
assoziierten Glomerulonephritis. 
Bezogen auf das Komplementsystem führten meine Experimente zu der Erkenntnis, 
dass die von mir beschriebene gesteigerte Verweildauer von neutrophilen Granulo-
zyten nach Administration der anti-MPO-AK durch die Gabe von CVF und, wenn auch 
in einem geringeren Ausmaß, auch durch die Gabe eines anti-C5aR-Antikörpers signi-
fikant reduziert werden kann. Hierdurch wird die These einer entscheidenden Beteili-
gung des Komplementsystems und insbesondere der C5a/C5aR-Achse in der Pathoge-
nese der ANCA-assoziierten GN gestützt. Therapeutische Ansätze, wie der neuartige 
Antikörper TNX-558 (Sprong et al., 2003) oder das zyklische Hexapeptid PMX-53 (Köhl, 
2006), die beide explizit an der beschriebenen Achse angreifen, stellen somit eine 
vielversprechende, spezifischere und weniger toxische Alternative in der Behandlung 
von Patienten mit ANCA-assoziierter GN dar.  
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Methodik der konfokalen Multipho-
tonenfluoreszenzmikroskopie eine hervorragende Möglichkeit darstellt, um intravitale 
Vorgänge im murinen Nierenglomerulus zu untersuchen. In Bezug auf das Verhalten 
von neutrophilen Granulozyten innerhalb des Glomerulus im Rahmen der ANCA-
assoziierten GN konnten neue Erkenntnisse gewonnen und bestehende Thesen 
ergänzt werden. Auch wenn es, insbesondere im Hinblick auf die humane Therapie, 
noch weiterer Studien und Experimente bedarf, so leistet die vorliegende Dissertation 
einen wichtigen Beitrag in der Erforschung der Pathogenese der ANCA-assoziierten 
Glomerulonephritis. 
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